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OZET

KARAN BM. ,Tiirkiye’nin Dogu Anadolu popiilasyonunda 6zofagus kanseri ve p21 polimorfizmleri
arasindaki iligki, Van Yiiziincii Y1l Universitesi, Saghk Bilimleri Enstitiisii, Tibbi Biyoloji Anabilim
Dali, Yiiksek Lisans Tezi, Van, 2018 Ozofagus kanseri diinya genelinde en yaygin sekizinci kanser
tiirtidiir. Tirkiye’nin Dogu Anadolu Bélgesinde 6zofagus kanserine yakalanma orani oldukga yiiksektir.
Hiicre biiyiime dongiisiinii diizenleyen p2/, normal biiyiime ve farklilasma icin ¢ok &nemlidir. Birgok
epidemiyolojik ¢alisma, p21°deki polimorfizmlerin 6zofagus ve diger kanserler ile iligkisini incelemistir.
Bu c¢alismanin amaci, Tirkiye’nin Dogu Anadolu bolgesinde 6zofagus kanserli hastalarda p21
polimorfizmlerinin (rs1059234 C/T, rs1801270 C/A ve 1s3176352 G/C ) goriilme sikligini ve muhtemel
iligkisini aragtirmaktir. Bu polimorfizmler protein ekspresyonunu etkileyebilir ve kanser duyarliliginda rol
oynayabilir. Literatiirde diger popiilasyonlarda bazi caligmalara rastlanmig, ama Tirkiye’de bu
polimorfizmler ile 6zofagus kanseri arasindaki iligkiyi gdsteren bir ¢alismaya rastlanmamaistir. Bu galisma,
2017-2018 yillar1 arasinda 69 hasta ve 101 saglikli kontrol grubundan toplanan Ornekler iizerinde
gergeklestirilmistir.  Ger¢cek zamanli PCR’da Tagman Assay yontemi ile genotipleme yapilmis ve
istatistiksel analizler yapilarak sonuglar belirlenmistir. p2/ polimorfizmlerinin allel ve genotip
frekanslarinda hasta ve kontroller arasinda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik gézlenmemistir. Ayrica
bu polimorfizmler ve diger klinik 6zellikler arasinda da bir iliski goriilmemistir. Bununla birlikte 6zofagus
kanser riskinin ailede kanser, sigara kullanimi, Van otlu peyniri, tandir dumani ve reflii gibi diger faktorler
ile iligkili oldugunu gézlemledik (p<0,05). Bulgularimiz Tiirkiye’nin Dogu Anadolu popiilasyonunda diger
demografik faktorlerin 6zofagus kanser riskini arttirabilecegini, fakat p2/ polimorfizmleri (rs1059234 C/T,
rs1801270 C/A ve 153176352 G/C) ve 6zofagus kanseri riski arasinda bir iliski olmadigini gdstermistir
(p>0,05). Bu sonucun dogrulanmasi i¢in diger genetik faktorlerin ve daha fazla vakanin incelenmesine
ihtiyag vardir.

Anahtar Kelimeler: Genotipleme, ger¢ek zamanli PZR, Ozafagus kanseri, p21, polimorfizm,



ABSTRACT

KARAN BM.,, Relationship between esophageal cancer and p21 polymorphisms in Eastern Anatolia
population of Turkey , Universty of Van Yuzuncu Yil, Institute of Health Sciences, Department of
Medical Biology, M.Sc. Thesis, Van, 2018 Esophageal cancer is the eighth most common cancer type
worldwide. The incidence of esophageal cancer is quite high in the eastern region of Turkey. p21, which
regulates the cell growth cycle, is crucial for normal growth and differentiation. Many epidemiological
studies have examined the association of p2/ polymorphisms with esophagus and other cancers. The aims
of this study were to investigate the incidence and possible relationship of p2/ polymorphisms (rs1059234
C/T, rs1801270 C/A and rs3176352 G/C) in patients with esophageal cancer in Turkey's Eastern Anatolia
region. These polymorphisms can affect protein expression and play a role in cancer susceptibility. In the
literature it has been found in some studies in other populations, but did not find a study showing the
relationship between this polymorphism with esophageal cancer in Turkey. This study was performed on
samples collected from 69 patients and 101 healthy control groups between 2017 and 2018. Genotyping
was performed by Tagman Assay method in real time PCR and the results were determined by statistical
analysis. There was no statistically significant difference between patients and controls in allele and
genotype frequencies of p2/ polymorphisms. There is also no association between these polymorphisms
and other clinical features. However, we observed that the risk of esophageal cancer was associated with
other factors such as cancer in the family, smoking, Van herbed cheese, tandoor fumes and reflux. Our
findings indicate that in Eastern Anatolia population of Turkey, other demografic factors may increase the
esophageal cancer risk, but there is no association between p2/ polymorphisms (rs1059234 C/T, rs1801270
C/A and rs3176352 G/C and risk of esophageal cancer (p>0,05). Further studies with larger number of
cases and other genetic factors are necessary to verify this study.

Keywords: Genotyping, Real Time PCR, esophageal cancer, p2/, polymorphism,
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SIMGELER VE KISALTMALAR
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1.GIRiS

Birgok hastaligin ve kanserin nedenleri arasinda, hem genetik hem de ¢evresel
faktorler yer almaktadir. Bu etmenlerin ehemmiyet derecesi, hastaligin veya kanserin
tipine gore degisiklik gdstermektedir. Giiniimiizde cesitli hastaliklarin nedenlerinn
belirlenmesinde, 6zellikle molekiiler epidemiyolojik yaklasimlar tercih edilir. Bu
yaklagimlarin asil amaci, zararli ¢evresel etmenleri ve kanserin olusmasindaki riskleri
belirlemektir. Karsinogenez, biyolojik degisiklikleri barindiran ve zaman alan uzun bir
stirectir. Bundan dolay1 bu siire igerisinde meydana gelen anormal biyolojik olaylarla
ilgili gelistirilen farkli biyolojik gostergeler ve molekiiler epidemiyoloji ¢alismalari
hastaligin belirtecleri olarak tercih edilmektedir. Bu biyolojik gdstergeler, hastaliga sebep
olan etmenleri, bireysel duyarlilig1 veya hastaligin erken asamalarinda gbzlenen etkilerin

degerlendirilmesini amagclar.

Farkl1 kanser tiirlerinin nedenleri ile ilgili yeni hipotezler iizerinde aragtirmalar
yapilsada, bu kanserlere neden olan biyolojik yolaklar tam olarak saptanamamistir. Bu
konu da yapilan caligmalar; hastalik riski yiliksek olan bireylerin belirlenmesini, ¢evresel
ve genetik risk faktorlerinin belirlenmesini, premalin ve malin hastaliklar ile ilgili
biyolojik gdstergelerin Onceden belirlenmesini amaglamaktadir. Genetik risk
faktorlerinin belirlenmesinde oncelikli olarak, karsinojen metabolizmasinda, DNA
onariminda, hiicre dongiisiiniin kontroliinde, hiicre 6liimiinde ve immiin cevapta rol alan
genlerdeki polimorfizmler incelenir (Wild ve ark., 2002). Genetik polimorfizmi hakkinda
yapilan ¢aligmalar, bireylerin maruz kaldig1 etkenler ve hastaliklara olan duyarliliklarinin
incelenmesini saglar. Son zamanlarda riskli genotiplerin kombinasyonlarinin incelenmesi

hastaliga olan duyarliliin belirlenmesinde daha da 6nem kazanmustir.

Biyolojik gostergelerin gelistirilmesine olanak saglayan karsinogenezin erken
asamasinda ortaya cikan genetik degisimlerin belirlenmesi 06zellikle yiiksek risk
barindiran bireylerin kanserden korunmasina olanak saglayabilir. Ge¢ asamada
belirlenenler ise hastaligin tedavisinde kisisel tedavi yoOntemlerinin segilmesini

saglayabilir.

Ozofagus kanser gelisiminde p2/ gen polimorfizimleri dnemli rol oynar. Daha

onceden p21 polimorfizmleri farkli popiilasyonlarda yapilan ¢aligmalar ile tespit edilmis



ve bu popiilasyonlarda 6zofagus kanseri ile iliskili olabilecegi bildrilmistir. Fakat Tiirkiye
popiilasyonunda bu polimorfizm ile ilgili herhangi bir ¢alismaya rastlanilmamistir. Bu
tezdeki amacimiz; Tiirkiye’de 6zofagus kanserli hastalarda p2/ gen polimorfizmlerinin
belirlenmesi, saglikli kisiler ile karsilastirilmasi ve klinikopatolojik verilerle iligkisinin

arastirilmasidir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Kanser
2.1.1. Kanser Nedir

Kanser, ilgili hastaliklarin bir koleksiyonuna verilen isimdir. Tiim kanser
tiirlerinde, viicudun bazi hiicreleri siirekli olarak ve g¢evreleyen dokulara yayilmadan

boliinmeye baslar (National, 2018).

Kanser, trilyonlarca hiicreden olusan insan viicudunda hemen hemen her yerde
baglayabilir. Normal olarak, insan hiicreleri viicudun ihtiya¢ duydugu gibi yeni hiicreler
olusturmak i¢in biiylir ve bolliniir. Hiicreler yaslandiginda veya hasar gordiiklerinde oliir
ve yeni hiicreler yerini alir. Ancak kanser gelistiginde, bu diizenli siire¢ bozulur. Hiicreler
gittikce daha anormal hale gelir, yash veya hasarli hiicreler 6lmeleri gerekirken hayatta
kalir ve ihtiya¢ duyulmadiginda yeni hiicreler olusur. Bu ekstra hiicreler durmadan

boliinebilir ve timorler olarak adlandirilan biiyiimeye neden olabilir (National, 2018).

Bir¢gok kanser, doku kitlesi olan kati tiimorleri olusturur. Losemiler gibi kan

kanserleri genellikle kati timorler olusturmaz (National, 2018).

Kanserli tiimdrler malindir, yani yakin dokulara yayilabilir veya o dokulart istila
edebilirler. Ek olarak bu tlimorler biiyiidiikce, bazi kanser hiicreleri kan veya lenf sistemi
yoluyla viicuttaki uzak yerlere tasinabilir (metastaz) ve orijinal timorden uzak yeni

tiimorler olusturabilir (National, 2018).

Koéti huylu tiimorlerden farkli olarak, iyi huylu tiimdrler yakin dokulara
yayilmazlar veya onlar1 iggal etmezler. Bununla birlikte, benin tiimdrler bazen oldukca
biiyiik olabilir. Benin tiimdrler, genellikle geri biiylimezken, kotii huylu tiimorler bazen
biiytime gosterir. Viicudun bagka bir yerinde en iyi huylu tiimdrlerden farkli olarak, benin

beyin tiimorleri hayati tehdit edebilir (National, 2018).



2.1.2. Kanser Hiicreleri ve Normal Hiicreler Arasindaki Farklar

Kanser hiicreleri normal hiicrelerden bagka sekillerde farklilik gosterirler, bu da
onlarin kontrol disina ¢ikmasina ve invaziv olmasina neden olur. Onemli bir fark, kanser
hiicrelerinin normal hiicrelerden daha az uzmanlagmis olmasidir. Yani, normal hiicreler,
spesifik fonksiyonlarla ¢ok farkli hiicre tiplerine olgunlasirken, kanser hiicrelerinde bu
ozellik yoktur. Bu da, normal hiicrelerden farkli olarak kanser hiicrelerinin durmadan

boliinmeye devam etmesinin bir nedenidir (National, 2018).

Buna ek olarak, kanser hiicreleri normal olarak hiicrelerin boliinmeyi
durdurmalarina ya da programlanmis hiicre 6liimii (apoptoz) olarak bilinen bir siirece

basladigini syleyen sinyalleri goz ard1 edebilmektedir (National, 2018).

Kanser hiicreleri, bir hiicreyi ¢evreleyen ve besleyen normal hiicreleri,
molekiilleri ve kan damarlarmni etkileyebilir; bu, mikro ¢evre olarak bilinir. Ornegin,
kanser hiicreleri, biiylimeleri gereken oksijeni ve besinleri olan tiimorleri besleyen kan
damarlar1 olugturmak icin yakindaki normal hiicreleri indiikleyebilir. Bu kan damarlari

ayrica, atik Urtinleri tlimorlerden de uzaklagtirir (National, 2018).

Kanser hiicreleri ayrica, bagisiklik sistemini, organlari, dokular1 ve viicudu
enfeksiyonlardan ve diger hastaliklardan koruyan 6zellesmis hiicrelerden kaginabilir.
Bagisiklik sistemi normal olarak viicuttan hasar gormiis veya anormal hiicreleri ¢ikarsa

da, baz1 kanser hiicreleri bagisiklik sisteminden gizlenebilir (National, 2018).

Tiimdrler canli kalmak ve biiytimek icin bagisiklik sistemini de kullanabilirler.
Ornegin, kagak bir bagisiklik tepkisini normal olarak engelleyen belirli bagisiklik sistemi
hiicrelerinin yardimiyla, kanser hiicreleri bagisiklik sistemini kanser hiicrelerini

oldiirmekten koruyabilir (National, 2018).

2.1.3. Kanser Nasil Olusur

Kanser genetik bir hastaliktir, yani hiicrelerimizin 6zellikle de nasil biiytidiikleri
ve boliindiikleri seklini kontrol eden genlerdeki degisikliklerden kaynaklanir ve ¢evrenin

etkisi de biiyiiktiir (National, 2018).



Kansere neden olan genetik degisiklikler ebeveynlerimizden miras almabilir
(kalitsal). Ayrica, bir kisinin yasami boyunca, hiicre boliinmesi veya belirli ¢evresel
etkenlerin neden oldugu hasar nedeniyle DNA’da ortaya ¢ikan hatalarin bir sonucu olarak
ortaya cikabilir. Kansere neden olan ¢evresel etkenler, tiitiin dumanindaki kimyasallar ,
giinesten gelen ultraviyole 1smlar1 ve radyasyon gibi maddeleri igerir. Her bireyde
meydana gelen kanser hastaligi, kisinin genetik degisikliklerin kombinasyonunu
gosteririr. Kanser biiyiimeye devam ettikce, ek degisiklikler meydana gelecektir. Ayni
timor iginde bile, farkli hiicreler farkli genetik degisikliklere sahip olabilir (National,
2018).

Genel olarak, kanser hiicreleri DNA'daki mutasyonlar gibi normal hiicrelerden
daha fazla genetik deg§isime sahiptir. Bu degisikliklerin bazilarinin kanserle ilgisi

olabildigi gibi bazilar1 da olmayabilir (National, 2018).

Kansere katkida bulunan genetik degisiklikler, lic ana gen tipini (proto-
onkogenler, timor baskilayict genler ve DNA onarim genleri) etkileme egilimindedir. Bu

degisiklikler kanserin “siiriiciileri” olarak adlandirilir (National, 2018).

Proto-onkogenler normal hiicre biiylimesi ve boliinmesinde rol oynarlar.
Bununla birlikte, bu genler belirli yollarla degistirildiklerinde veya normalden daha aktif
olduklarinda, hiicrelerin asir1 biiylimesine neden olarak kanser olusturan genler

(onkogenler) haline gelebilirler (National, 2018).

Tiimdr baskilayici genler, hiicre biiyiimesini ve boliinmesini kontrol etmede de rol
oynar. Timdr baskilayic1 genlerdeki bazi degisikliklere sahip hiicreler kontrolsiiz bir

sekilde boliinebilir (National, 2018).

DNA tamir genleri, hasarli DNA'nin sabitlenmesinde rol oynamaktadir. Bu
genlerdeki mutasyona sahip hiicreler, diger genlerde ek mutasyonlar gelistirmeye
egilimlidir. Bu mutasyonlar hiicrelerin kansere doniismesine neden olabilir (National,

2018).

Bilim adamlar1 kansere yol agan molekiiler degisiklikler hakkinda daha fazla sey
ogrendikce, bazi mutasyonlarin siklikla bir¢ok kanser tiirlinde meydana geldigini

bulmuslardir. Bu nedenle, kanserler bazen, sadece viicutta gelistikleri yerde degil, kanser



hiicrelerinin mikroskop altinda nasil goriindiikleri ile degil, onlar1 siiren genetik

degisimlerin tiirleri ile karakterizedir (National, 2018).

2.2. Ozofagus

Ozofagus (yemek borusu), dis cevreyi midemize baglayan nispeten karmasik
olmayan bir tiiptiir. Sindirim ve sivilarin viicutta emilmesi i¢in yiyecek ve sivilari tagimak
icin arag olarak islev goriir (Sekil 1). Bu organ gastrointestinal sistemin bir pargasini
olustursa da, onun 6nemli islevi, yutulan maddeleri tek yonlii olarak tagimaktir, burada

herhangi bir gida isleme veya emilim gerceklesmez (Goetsch, 1910).

Ozofagus fonksiyonu goz oniine alindiginda, bu organin mimarisi mide ve
bagirsak gibi diger gastrointestinal organlara kiyasla nispeten basittir. Her ne kadar
hayvanlar arasinda histolojik farkliliklar olsa da, 6zofagus, dig liimen tarafinda bir epitel
doku, mukoza tabakasi, vaskiiler ve bag dokusu bulunabilen alt mukoza ve muskularis
disinda olusur. Bu kas tabakasi, iskeletten diiz kaslara 6zofagusun mide tarafina dogru
kaslar1 stniflandirir. Bu kas siniflamasi, isteyerek yutkunmanin 6zofagusun sonuna dogru
bir refleks olugsmasini saglayarak, sindirim i¢in mideye yiyecek veya igecek verilmesini

saglar. Gastrodzofageal kavsakta sfinkter, reflii tek yonlii taginimi saglar (Goetsch, 1910).
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Sekil 1. Sindirim sistemi yolu (Alcolea MP, 2017)

2.2.1. Ozofagus Cevresi

Ozofagusun en dis tarafi, mukoza veya dzofagusa ait epitelyum, disaridan
dogrudan temas halindedir. Gastrointestinal yolun, bu ve agiz boslugunun epitelyal
mukozasi, islenmemis yutulmus malzemeye dogrudan maruz kalan kisim olacaktir. Bu
malzemeler, sicak ¢ay infiizyonlar1 veya kahve gibi nispeten yiiksek sicaklikli {iriinler,
soguk igecekler, sigara icenlerde sigara dumani, alkol tiiketimi ve ila¢ gibi kimyasal
maddeler de dahil olmak iizere ¢evre kirletici maddeler, gida koruyuculari, renklendirme
ve tekstiire maddeleri olarak siralanabilir (Lin ve ark., 2016; Tetreault, 2015; Fitzgerald,
2005). Biitlin bunlar, sindirilmemis gida pargalar tarafindan dokunun fiziksel olarak
asinmasiyla siddetlenir. Bu dokunun maruz kaldigi siirekli asmmma ve yipranma,
islevselligi, dayaniklilig1 ve nihayetinde hayatta kalmay1 saglamak i¢in dayanikli bir astar
gerektirir. Bu dayaniklilik, ¢cok tabakali yiliksek derecede esnek bir doku olusturan yiizeye
dogru katmanlasan yiliksek devir frekansi ile birka¢ epitel hiicresi katmani tarafindan

olusturulan bir yass1 epitel ile elde edilir (Alcolea ve Jones, 2015).



Ozofagus epitelyal astari, giindelik saldirganliklara karsi direng gosterse de,
epitelyumun zarar gérmesi sonucu 0zofagus hastaligina hatta kansere yol agmasi ile

sonuclanabilir. Bunun agik bir 6rnegi asit refliistidiir (Fitzgerald, 2005).

Normal kosullar altinda, tiim sindirilen maddeler mideye sadece bir yonde
nakledilir. Yemek borusu ve mide arasindaki kavsaktaki sfinkter, yemek borusundan
kurtulmak i¢in rahatlar, yemek borusunun, mide sindirim salgilarimin giicli asit
bilesiminden korunmasi i¢in kapatilir. Bazi kosullar altinda asidin bir kismi yemek
borusuna geri akar, gastrik reflii olarak bilinen bir hastalik ortaya ¢ikar (Sekil 2) (di Pietro
ve Fitzgerald, 2013). Bu refliiye sik sik maruz kalmak, 6zofageal iltihaplanmaya yol
acabilir ve Ozofageal adenokarsinoma (EAC) gelisim potansiyeline sahip Barrett's

0zofagusu (BE) gibi daha ileri 6zofagus hastaliklarina doniisebilir (Desai ve ark., 2012).

Sekil 2. Reflii Olusum Bolgesi (Alcolea MP, 2017)

Bu organin maruz kaldig: siirekli sert ¢cevre kosullari, korunma ve islevlerini

belirler. Hastaliga ve kansere yol acgabilecek toleransini asan tacizlere karsi hassas hale

gelir.



2.2.2. Ozafagus Kanseri

Ozofagus kanseri diinya genelinde en yaygin sekizinci kanser tiirii ve altinci en
sik goriilen kanser 6lim nedenidir (Rustgi ve El-Serag, 2014). Son zamanlardaki tibbi
ilerlemelere ragmen, bu hastalik hala klinikte ge¢ kalmaktadir ve prognozu kotii
seyretmektedir, 5 yillik sagkalim orani ise sadece %10-25'dir. Iki ana histolojik alt tipi;
skuamo6z hiicreli karsinom (SCC) ve adenokarsinom (AC)’dir (Penathur ve ark., 2013;

Napier ve ark., 2014).

Iki biiyiik 6zofagus kanser alt tipinin gériilme siklig1, farkli gevresel ve beslenme
faktorlerine bagl cografik nedenler ile ortaya ¢ikar. SCC, tiim 6zofagus kanserlerinin %
90'mnda gériiliir. SCC'ler agirlikli olarak Tiirkiye, kuzeydogu Iran, Kazakistan ve ayni
zamanda kuzey ve orta Cin'i de i¢ine alan Asya kusaginda yiiksektir. Bu tiir kanserin
baslica risk faktorleri tiitiin ve alkol tiiketimidir; bununla birlikte, diyet, ¢evresel
kirleticiler ve ozellikle sicak icecekler gibi diger faktorlerin, bu kanser tarafindan
gosterilen farkli cografik etkileri etkiledigi one siirtilmiistiir (Penathur ve ark., 2013;

Agrawal ve ark., 2012).

Skuamo6z hiicreli karsinom ve adenokarsinom 6zofagus karsinomunun en ¢ok
goriilen iki tipidir. En sik goriilen 6zofagus kanseri tipi skuamdéz hiicreli kanserdir.
Genellikle o6zofagusun {ist tarafinda skuamoz hiicreli kanserler cogunlukla
miiltisantriktirler, %25’inden fazlasinda senkron timo6r bulunur. Skuamoéz hiicreli
kanselerde intramukozal evreden Oteye invazyon intraepitelyal yayilma, direkt stromal
invazyon ve intraduktal yayilma ile olur. Ozofagusun alt kismi ve kardiada en sik
adenokarsinom bulunur. Ozofagus ve kardiada yerlesen adenokarsinom genellilkle bati
kisminda artmaktadir. Adenokarsinomlar tani konuldugunda invaziftirler, miiltisantrik
degildirler, proksimal submukozal ve distal subserozal yayilim gosterirler. Ayrica
melanom, graniiler hiicreli miyoblastom, lenfoma, leyomiyosarkoma, fibrosarkoma,
rabdomiyosarkoma ve lenfosarkoma gibi ¢ok sayida ender goriilen tiimorleri de vardir
(Ferguson ve Skinner, 1991). Ozofagus ve kardia kanserleri servikal 6zofagusta %8, iist
torasik Ozofagusta %3, orta torasik Ozofagusta %32, alt torasik Ozofagusta %25 ve

kardiada %32 oraninda goriiliir (Sekil 3) (Peters ve DeMeester, 1999).
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Sekil 3. Ozofagus kanserlerinin yerlesim yerlerine gore insidanslari (Ozcelik MF., 2001)

ADC'nin SCC'ye gore anlaml1 derecede farkli bir etiyolojisi vardir. ADC'nin uzun
stireli gastrik reflii sonucu anormal glandiiler (salg1 bezi) farklilasmadan kaynaklandigi
ileri siiriilmiistiir (Leedham ve ark., 2008; Chang ve ark., 2007). Bu kanser, gastrik
refliiden kaynaklanan premalin bir durum olan obezite, kotli beslenme aligkanliklar: ve
Barrett 6zofagusundaki artigin bir sonucu olarak Avrupa ve Kuzey Amerika'daki en hizli

artma olaylarindan birini olusturmaktadir (Penathur ve ark., 2013; di Pietro ve ark., 2014).

2.2.2.1. Ozofagus Skuaméz Hiicre Karsinomu (SCC)

Ozofagus skuaméz hiicreli karsinomun patofizyolojik yolu tipik olarak dzofagus
mukozasi ile dogrudan temasta bulunan karsinojenik bilesikler tarafindan baslatilir.
Mekanik yaralanma (6rn., Akhalaziden, radyasyon terapisi, sicak icecekler veya sodyum

hidroksiti yutmak gibi) karsinojenik bilesiklere kars1 hassasiyeti artirir. SCC igin temel
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cevresel risk faktorleri'; tiitlin icimi ve beraberinde asir1 alkol tiiketimidir (Prabhu ve ark.,
2014). Besin faktorleri arasinda, meyve ve sebze alimi koruyucu etkisi oldugu (Liu ve
ark.,(a) 2013), kirmiz et tiikketimi (Qu ve ark., 2013) ve ¢ok sicak i¢eceklerin tiiketilmesi
yer almaktadir (Chen ve ark., 2015). Genom ¢alismalarinda, SCC i¢in yeni duyarlilik
lokuslar1 bulunmasi (Wu ve ark., 2014) genetik faktorlerinde etkili oldugunu gostermistir.
Tiitlin sigarasinin birakilmasi, muhtemelen en etkili birincil koruyucu 6nlem olacaktir

(Bosetti ve ark., 20006).

2.2.2.2. Ozofagus Adenokarsinom (ADC)

Ozofagus adenokarsinomunun ana patofizyolojik yolunun kronik gastrodzofageal
reflii hastali§1 olmasi muhtemeldir, bu da dogal skuamdz hiicre mukozasindan Barrett
0zofagusu olarak bilinen 6zel bir siitunlu epitele metaplaziye neden olur (Spechler ve
Souza, 2014). Bu durum diisiik dereceli displazi, yliksek dereceli displazi ve invaziv
AC’ye ilerleyebilir (Spechler ve Souza, 2014). AC i¢in ana cevresel risk faktorleri reflii,
ve obezite iken Helicobacter pylori enfeksiyonu; meyve ve sebzelerin diyet alimi ve
muhtemelen steroid olmayan antiinflamatuar ilaglar da koruyucu niteliktedir (Lagergren
ve Lagergren, 2013). Helicobacter pylori enfeksiyonunun azalan etkinligi ile birlikte
reflii ve obezitenin artan etkinligi muhtemelen AC oraninin artmasina neden olmaktadir
(Sekil 4) (Lagergren ve Lagergren, 2013). Arastirmalar simdiler de Barrett 6zofagusuyla
iligkili karsinogenez i¢in risk lokasyonlarini tanimlamiglardir (Buas ve ark., 2017; Ek ve
ark., 2016; Lagergren ve ark., 2015; Gharahkhani ve ark., 2016). Bu bulgular, AC riski

yiiksek bireylerde kisiye 6zel dnlemleri inceleyen arastirmalara yardimci olabilir.
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Sekil 4. Adenokarsinom Tiimorii (Alcolea MP, 2017)

2.2.3. Ozofagus Kanser Gelisimi Artiran Sebebler
2.2.3.1. Cinsiyet ve Yas

Ozofagus kanseri diinyada erkeklerde daha sik goriilen bir kanser tiiriidiir. 1952'de
yapilan kolektif ¢caligmalarin ilk serisinde kadin-erkek orani 1/20 iken, son yayinlarda bu
oran 1/2 ve 1/4 arasindadir. Bazi cografik bolgelerde yapilan ¢alismalarda erkek hasta
sayist fazlayken, bazi bolgelerde kadin ve erkek sayisi esittir. Bizim bolgemizde ise son
zamanlarda yapilan caligmalarda 6zofagus kanserine yakalananan kadinlarin sayisinin
erkeklerden daha fazla oldugu goriilmektedir (Eroglu ve ark., 2016).

Ozofagus kanseri 40 yasin altindaki kisilerde son derece nadirdir ve oran1 her on
yilda artar (Turkyilmaz ve ark., 2009). Bu kansere yakalanma yas ortalamasi bdlgelerde
farklilik gosterebilmektedir.
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2.2.3.2. Reflii

En giiclii ve en iyi karakterize 6zofagus kanser riski gastrodzofageal refliidiir.
Uzun yillar stiren kanitlar, 6zofagus kanserinin, tabakal1 6zofagus epitelyumunun, kronik
gastrik refliiniin giiclii cevresel kosullarina yanit olarak metaplastik bir siirecte kolumnar
intestinal epitel ile yer degistirdigi premalin bir durum olan Barrett 6zofagusuna
baglamistir. Ancak, bu bilgiye ragmen, adenokarsinom, bat1 ve gelismis lilkelerde son
birkac yildir goriilme sikligindaki artisa bagli olarak endise kaynagi olmaya devam
etmigtir (Lagergren ve Lagergren, 2013).

2.2.3.3. Van Otlu Peynir Tiiketimi

Dogu Anadolu Bdlgesi’nde bu hastaligin goriilmesindeki sebeplerden biri olarak
otlu peynir tiiketimi gosterilmektedir (Turkdogan ve ark.,1996). Bunun sebebi ise otlu
peynirin i¢inde bulunan otlarda nitrit ve nitrat oraninin yiiksek olmasidir. Nitrat ve nitrit
disaridan viicuda direkt olarak alindigi gibi nitrat, sindirim sisteminde bulunan bazi
mikroorganizmalar tarafindan da nitrite indirgenebilmekledir. Nitritin bu sekildeki
olusumu; nitratin alinma miktari, hiz1 ve gidalardan serbest hale ge¢mesi gibi faktorlere
baglidir. Nitritler viicutta mevcut olan sekonder aminlerle reaksiyona girerek kanserojen
nitrozaminleri olusturabilmektedirler. Biitiin bu zincirleme reaksiyonlar agamasinda
nitrat ve nitrit bilesikleri doza bagli olarak akut ve kronik zehirlenmelere sebep olmalar1

yaninda kanserojenik olaylarla da iliskili olabilmektedir (Servi, 1993).

Otlu peynir yapiminda bir ¢ok farkli bitki tiirii kullaniliyor. Bunlarin igerisinde
Allium sp. (sirmo), Anthriscus nemorosa (mendi, mendo), Ferula sp. (heliz), siyabo
Ferula sp. (siyabo) ve Thymus sp. (kekik) bitkisinin en ¢ok bilinen ve kullanilan bitkiler
oldugu bildirilmektedir (Baytop, 1994).

2.2.3.4. Sigara kullanim

Orta dereceden agir igiciler, hem SCC hem de ADC’nin artmis riski ile karsi
karstyadir. Arastirmalar, bir tiitiiniin i¢ine konmas1 durumunda, tiitiin kanserojenlerinin,

ozellikle de nitroz aminlerin 6zofagus mukozasi ile temas etmesine neden oldugunu
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gostermektedir. Kisinin giinliik i¢tigi sigara miktar1 ile 6zofagus kanserine yakalanma

riski arasinda bir iliski oldugu gosterilmistir (Zhang Y, 2013).

2.2.3.5. Alkol Kullanimi

Alkol SCC i¢in agik bir risk faktoriidiir. Nispi risk (RR), haftalik hacmine baglh
olarak 1,8 ve 7,4 litre arasinda degisen alkol miktariyla birlikte artar (Wheeler ve Reed,
2012).

2.2.3.6. Besin tiiketimi

Cay ve kahve, 6zofagus karsinomu ve cografi dagilimu ile iligkili potansiyel risk
faktorleri olarak kapsamli bir sekilde caligilmistir. Hem tiiketilen miktar hem de sicaklik
ile baglantili karsinojenite ile olan iliskisi hakkinda ¢ok az kanit vardir (Wheeler ve
Reed,2012). Azotlu bilesenlerden olusan zengin besinler, Cin'in belirli bdlgelerinde
yiiksek oranda SCC goriilme sikligr ile iligkilidir. 2003 yilinda yaymlanan bir meta-
analizde, bu tiir bilesiklerle zengin gidalar tiikketmeyenlere kiyasla tiiketenlerde daha fazla

bu hastaliga yakalanma riski oldugu goriilmektedir (Wheeler ve Reed, 2012).

2.2.3.7. Obezite

Ozofageal skuaméz hiicreli karsinom (ESCC), diisiik sosyoekonomik durumla
iligkilidir. Bat1 diinyasinda artan obezite oraninin, 6zofageal adenokarsinomun artan
insidansina katkida bulundugu disiiniilmektedir. Daha spesifik olarak, obezitenin
intraabdominal basinci ve gastrodzofageal refliiyli spesifik bir mekanizma ile arttirdigi
One siirlilmiistiir, ancak bazi ¢caligmalar celiskili sonuglar vermistir. Diger taraftan, adipoz
dokunun kendisi timor gelisimini etkilemektedir (Lagergen ve Lagergen, 2013).
Adipositler ve inflamatuar hiicreler, tiimor gelisimini destekledigi bilinen adipokinleri ve
sitokinleri salgilar. Timor mikrogevresindeki adipositlerden bol miktarda lipit
bulunmasi, timdr progresyonunu ve kontrolsiiz biiylimeyi destekler. Adipositlerin kanser
hiicresi i¢in dnemli bir adipokin ve enerji kaynagi oldugu goz oniine alindiginda, kanser
hiicreleri ve adipositler arasindaki metabolik simbiyoz mekanizmalarini anlamak, yeni

terapotik olasiliklari ortaya ¢ikaracaktir (Zhang, 2013).
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2.2.3.8. Genetik Faktorler

SCC gelisimi ile acikea iliskili olan otozomal dominant bir hastalik olan Tylosis
gibi genetik temelli durumlar bu hastalifin insidansinin artmasinda etkilidir. Bazi
cografik bolgelerde yiiksek oranda 6zefagus karsinomu insidansinda ailesel agregasyon
oldugu bildirilmistir (Wheeler ve Reed, 2012). Bazi genom boyu iliskilendirme
caligmalar1 (GWAS) agir alkol ve tiitiin kullananlarda SCC gelisiminde genetik yatkinlik
faktorleri oldugunu gostermislerdir. Ayrica bazi tek niikleotid polimofizmlerinin de
(SNP) bu hastaliga yatkinlikla iligkili oldugu goriilmiistiir (Zheng ve ark., 2014). Baska
bir calismada, biri fosfolipaz C enziminde ve digeri kromozom 20’nin belirli bir
bolgesinde (C200rf54) bulunan iki lokusta bir iliski bulunmustur (Zhang ve ark., 2012).
Skuamoz karsinom ile ilgili olarak, 453852 SNP tiirii Cin popiilasyonunda 1898 skuaméz
karsinom hastas1 ve 2100 kontrol grubunu iceren GWAS veri seti gdzden gecirilmistir.
Arastirmacilar iligkili SNP’leri belirleyerek, bes gen ve yedi tane biyolojik yol
tanimlamiglardir. Bunlarin i¢inde en giiclii 3 tanesi rs4135113, rs1800450 ve rs3769823
olarak belirlenmistir (Yang ve ark., 2015).

2.3. p21 Ozellikleri

Wafl/cip/p21/CDKNIA olarak da bilinen (Abbas ve Dutta, 2009) CDK inhibitorii
p21, CDK inhibitorlerinin CIP/Kip ailesine aittir (Gartel, 2006).

Insanda bu gen, 6 nolu kromozomun 6p21.2 bdlgesinde yer almaktadir (Sekil 5)
(Duttu ve ark., 2015). Proteini, yaklagik 18 kDa'lik bir molekiiler agirliga sahip 164 amino
asit iceren bir polipeptiddir (Kriwacki ve ark., 1996). Farkli calismalar, p2/'in N-terminal
bolgesinde bulunan, siklin/siklin bagimli kinaz (CDK) etkilesimlerine 6zgii amino asit
(aa) motiflerini tanimlamistir (Goubin ve Ducommun, 1995; Chen ve ark., 1996; Fotedar
ve ark., 1996; Lin ve ark., 1996; Wohlschlegel ve ark., 2001). Siklin baglama motifi (Cy1
bolgesi, aa. 17-24), RXL amino asit motifi iizerinde ortalanir. CDK-baglama motifi (K
bolgesi, aa. 53-58), 310 heliks (aa. 74-79) ile baglantili olarak, CDK ve rezidiilerle temas
eder, CDK'nin ATP baglama bolgesi Tyr-77 (Y77)’yi bloklar, boylece katalitik aktivite

inhibe olur (Russo ve ark., 1996). p21 karboksi terminali, ¢cogalan hiicre niikleer antijeni
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(PCNA) ile etkilesir (Chen ve ark., 1996). Bu bolgede PCNA baglanmasi i¢in giiclii
afinite veren sekiz rezidii dizisi olan PCNA ile etkilesimli protein (PIP) -kutusu bulunur
(Warbrick, 1998). PCNA, DNA replikasyonu ve onariminin yani sira diger DNA
metabolizmas1 slireglerinde merkezi bir rol oynayan bir proteindir (Prosperi, 2006;
Moldovan ve ark., 2007). p21'deki PCNA baglanma alani i¢ine gdmiilmiis olan, siklinlere
baglanabilen ikinci bir RXL motifi (Cy2 bolgesi, aa. 155-157) bulunur (Chen ve ark.,
1996). Karboksi terminal bdlgesi ayrica bir niikleer lokalizasyon sinyali (NLS) (aa. 140-
142) (Rodriguez ve ark., 2002) iki niikleus ¢ikis sinyali (NES) (Hwang ve ark., 2007) ve
D-kutusu ve F-kutusu gibi farkli bozunma motifleri icerir (Sekil 6) (Duttu ve ark., 2015).

6. [ . 2 W EEERErEEy o
Kromozom t —

Sekil 5. p21’in lokalize oldugu 6. Kromozom (Genecards, 2018).

17 24 2631 48 53 58 66 74 79 8386 89 102 119 140-2 152-8 160
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Sekil 6. p2/ geninin fonksiyonel alanlarinin sematik gdsterimi (Dutto ve ark., 2015).

Genel olarak, p2] proteininin fonksiyonlari, hiicresel lokalizasyonuna baglidir,
niikleusda ve sitoplazmada oynanan rollerin 6nemli Olgliide farkli sonuglari vardir
(Blagosklonny, 2002). Ozellikle, ¢ekirdekte, p21 bir negatif hiicre dongiisii diizenleyicisi
olarak islev goriiliir. Boylece bir tiimdr baskilayici gorevi goriir. Sitoplazmada lokalize
oldugunda ise apoptozu inhibe ederek ve hiicre gociinii ve cogalmasini kolaylastirarak bir
onkogen olarak hareket eder (Sekil 7) (Cazzalini ve ark., 2010; Cmielova ve Rezac,
2011).

16



@D — () —
Apoptoz , (P
Oliimii

p21 \/ lg/\ @

Sand 10 *
DNA Tamiri p21 ‘

Otofaji

P ’
OQ wex M@m
PCNA
PCNA
DNA @ r M %
Replikasyonu Transkripsiyon
p21

L g £ g

1 B
Hiicre Dongtisii
G2 M » Kontrolu

Sekil 7. p21’in hiicre i¢i proteinlerle etkilesimi (Dutto ve ark., 2015).

Niikleus

2.3.1. p2I’in diizenlenmesi

p53, p21'in ana transkripsiyon diizenleyicisidir. p2/ promotoriinde korunmus p53
yanit elemanlart (pS3RE) icerir. p63 ve p73'i iceren iki p53 homologu, p2/RE'ye
baglanarak p21'i transaktive edebilir. DNA hasar1 ve oksidatif stres de dahil olmak iizere
cesitli stresler, p53 aktivitesini uyarir ve daha sonra bu durum p2/ ifadesi ile sonuglanir
(Jung ve ark., 2010). p53 fosforilasyonu, ¢oklu serin/treonin kalintilar1, p53 stabilitesini
artirarak p53'iin transkripsiyonel aktivitesini arttirir. Bu da p2/’in aktivasyonun artmasina
sebep olur.

TGFB, SMAD1 ve SMAD3 gibi SMAD'lerin fosforilasyonuyla p2/ ifadesinin
diizenlenmesine katkida bulundugu bilinmektedir. Ayrica, mitojenle aktive olan protein
kinaz (MAPK) yolunun aktivasyonu, TGFf'nin p2/ cevabinin artmasina katkida bulunur,
bu da daha sonra TGF[ tarafindan SMAD6 ve SMAD7'nin fosforilasyonuna sebep olarak

p21't inhibe eder. Ayrica kanser hiicrelerinde yiiksek seviyelerde c-myc proteini,
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TGFB'nin p21 tizerindeki etkisini, SMAD'lara baglayarak ve aktivasyon faktoriinii p21
promotdriinden ¢ikartarak bastirir (Seoane ve ark., 2004; Pavlides ve ark., 2016). Bunun
disinda p21°i transkripsiyonunu diizenleyen bir ¢ok mekanizma vardir. Ornegin; Ikili
homeobox 4 (Dux 4), Promiyelotik ¢inko parmak (PLZF), C-myc ailesi, ve MAPK
tarafindan da diizenlenir (Sekil 8) (Seoane ve ark., 2004; Xu ve ark., 2014; Wu ve ark.,
2003(a); Choi ve ark., 2014; Naito ve ark., 2015; Raman ve ark., 2007).
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Sekil 8. p27’i diizenleyen proteinler (Karimian ve ark., 2016).

2.3.2. p21 ve Hiicre Dongiisii

Hiicre dongiisi, hiicrelerin ¢ogalmasinin altinda yatan bir siirectir. G1'den S'ye ve
(G2'den mitoza kadar hiicre dongiisiiniin gegisleri, bir serin/treonin protein kinazlari ailesi
olan proteinlerin CDK familyasinin ardigik aktivasyonu ve inaktivasyonu ile diizenlenir.
Siklin, CDK'nin diizenleyici alt birimidir ve hiicre dongiisii sirasinda pargalanir veya
sentezlenir. Hiicre dongiisii diizenlenmesi i¢in, simdiye kadar tanimlanmis ¢ok sayida
CDK'lardan (21'den fazla) sadece CDK1, CDK2, CDK4 ve CDK®6 gereklidir (Pavlides
ve ark., 2016; Lee ve ark., 2009). Biitiin siklinler, siklin kutusu olarak bilinen benzer bir
bolgeyi paylasirlar (Yagi ve ark., 2003). Hiicre dongiisii sirasinda CDK'lerin aktivitesi
(G1 faz1 i¢cin CDK2, CDK4 ve CDKG6, S fazi1 i¢in CDK2 ve G2 ve M fazlar1 i¢in CDK1)

kalitsaldir. Bununla birlikte, dongii seviyelerinde dalgalanmalar hiicre dongiisii sirasinda
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CDK aktivasyonuna yol agabilir (Xu ve ark., 2014). D1, D2 ve D3 dahil olmak iizere
siklin D, mitojenik sinyalleri algilayan ilk siklindir ve bu nedenle biiyiime faktorii
sensorleri olarak CDK4 ve CDK6’nin G1 fazini aktive ederler. Benzer sekilde, CDK2'nin
siklin E1 ve E2 ile aktivasyonu G1/S gegisine yol agabilir. S fazi sirasinda, siklin E
proteinlerinin siklin A ile bozunmasi ve yer degistirmesi, S fazindan mitoza gegise yol
acar ve son olarak, G2 fazinin sonunda CDK2, siklin B ile etkilesir (Pavlides ve ark.,
2016; Hydbring ve ark.,, 2016). CDK'larin hiper-aktivasyonu, diizensiz hiicre
boliinmesine ve tiimor gelisimine neden olabilir. Son yapilan caligmalarda CDK
aktivitesinin CIP/KIP ve INK gibi CDK inhibitérleri (CKI) tarafindan kontrol edildigi
gosterilmistir. CIP/KIP ailesi p21, p27 ve p57'yi igerirken, INK ailesi p15, pl6, p18 ve
p19 proteinlerini igerir. INK aile tiyeleri CDK4 ve CDK6'ya baglanir ve siklin D ile
etkilesimlerini bloke eder. CIP/KIP aile iiyeleri siklin A, E, D/CDK kompleksine baglanir
ve katalitik aktivitesi hiicre dongiisliniin durmasina neden olur (Wu ve ark., 2003(b); Lee
ve ark., 2009; Yagi ve ark., 2003). p2/, tanimlanacak CKI proteinlerinin ilk tiyesidir. p21,
siklin A/CDK2, E/CDK2, DI/CDK4 ve D2/CDK4 kompleksine baglanir ve pRB
proteinin fosforilasyonunu inhibe eder (Choi ve ark., 2014; Naito ve ark., 2015). DNA
hasar1 {lizerine p53 ile p21/ indiiksiyonu siklin E/CDK2'yi inhibe eder ve bdylece G1/S
gecisini engeller. Bu durum, siklinD/CDK4, 6 kinaz aktivitesini destekleyebilir. Boylece,
G1 yoluyla ilerlemenin indiiklenmesi ve p2/'in asir1 ifadesi CDK1'i potansiyel olarak
inhibe edebilir ve G2/M gegisini durdurabilir. p2/, ayn1 zamanda, siklin A/CDK1, 2'nin
kinaz aktivitesini inhibe ettigi ve S fazinda faz dongiisli inhibisyonu ile sonuglandig:
gosterilmistir (Choi ve ark., 2014). p2/'in p53 aracili indiiksiyonu ve ICBP90(ters
CCAAT kutu baglanma proteini, 90 kD)’nin asag1 regiilasyonuna yol acar. G1/S ve
G2/M fazlar1 sirasinda ICBP90 ifadesi gozlenir. ICBP90, DNA replikasyonu ve hiicre
dongiisii regiilasyonunda oldugu i¢in, p21/ ile asag1 yonde regiilasyonu, G/S gecisinde

tutuklama i¢in 6nemli bir mekanizmadir (Hatfield ve ark., 2014).

Bazi ¢alismalar niikleer faktdr kappa B (NFkB)'nin siklin D1'i indiikledigini,
ancak diger arastirmalar, IkB (baskilayic1 faktor kabba B)'nin, siklin D1 seviyelerini
diistirerek S faz1 girisini geciktiren NFkB'nin bir siiper bastiricist oldugunu gostermistir

(Jeong ve ark., 2002).
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STAT sinyal yolu, BCL-2, Bcl-XL, siklin D1, c-myc ve p2/ gibi DNA tamir
makinelerinin p53 bagimli bilesenini antagonize eden bazi diger proteinler gibi birkag
proteinin ekspresyonunu indiikler. STAT'in asir1 ekspresyonu G1 hiicre dongiisii
tutulmasini azaltir, ¢linkii STAT bir¢ok kanser tiiriinde p2/ ekspresyonunu bastirir ve
tiimor proliferasyonuna yol agar. Son zamanlardaki yapilan arastirmalarda, sitokin sinyal
yolaginin baskilanmasinin, DNA hasarina karsi hiicre dongiisiinii durduran etkilerin

indiikledigini gostermistir (Aachmann ve ark., 2007).

RAS yolunun bir asagi akis yoniindeki hedefi olan RAF, p2/ yoluyla hiicre
dongiisii hapsinde 6nemli bir fonksiyona sahip olan bir baska faktordiir. RAF biiyiime
aktivitelerinin varliginda MAP kinaz1 aktive eder ve transkripsiyon faktorlerinin
aktivasyonu ile hiicre cogalmasini arttirir. Son zamanlardaki ¢alismalar, yiiksek diizeyde
RAF indiiklemesinin p2/ indiiksiyonu ile dongiiyii durdurdugunu gostermistir. Bu
islemde p21, CDK2 ve CDK4'e baglanarak siklin D/E kinaz aktivitesini inhibe eder;
bununla birlikte, RAF'1n 1liml1 aktivasyonu, Retina blastom (Rb) fosforilasyonu ve S faz1
girisinin nihai artis1 nedeniyle siklin D1 ve DNA replikasyonunun aktivasyonu i¢in
yeterlidir (Hawkes ve ark., 2009). p21, sadece N-terminali ve C-terminalindeki Cyl ve
Cy2 (daha zayif bir fazla motif) motifleri ile degil, ayn1 zamanda N-terminalinde CDK-
baglama bolgesi araciligiyla CDK alt birimine baglanir ve bdylece, CDK ve RBLI,
RBL2, RB ve CDC25C gibi substratlar1 arasindaki etkilesimleri bozar (Bard-Chapeau ve
ark., 2012).

PCNA ayrica p21 C-terminali yoluyla p21/siklin/CDK kompleksine baglanir. Bu
kompleks, DNA polimeraz-A, ile PCNA'ya baglanma i¢in rekabet ettiginden ve DNA
sentezinde yer alan diger birkag¢ protein, PCNA, DNA replikasyonunu dogrudan inhibe
edebilir (Nayak ve ark., 2013; Palazzo ve ark., 2016).

p21"in hiicre direncini arrtirabilecegini bilmek énemlidir. Arastirmacilar insiilin
benzeri biiylime faktorii-1 (IGF1)’in C3 miyoblastlarinin kaliciligini, Akt'ye bagl bir
stirecle p2I'i diizenleyerek artirabildigini gostermistir. Antisens p2/ cDNA'nin
ekspresyonu, IGF1 ile indiiklenen hiicre kaliciligini inhibe edebilir (Yu ve ark., 2015).
Sonug olarak, p2/'in hiicre boliinmesi lizerinde inhibe edici ve uyarici etkileri olabilecegi

ve p21 hiicre kaliciligin1 diizenleyebilecegi anlasilmaktadir (Sekil 9).
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Sekil 9. p21 ve hiicre dongiisii diizenlemesi (Karimian ve ark., 2016).

2.3.3. p21 ve Apoptoz

Bir¢ok calisma, p2/'in karsinogenez ve tiimdrlerin ilerletilmesinde anahtar bir
islevi oldugunu gostermistir. Apoptoz inhibisyonu p2/'in en iyi bilinen onkojenik
fonksiyonudur. Bu durum, radyasyonla p2/ par¢alanmasinin timér olusumunu azalttig1
yapilan deneylerle kanitlanmistir (Prives ve Gottifredi, 2008). Bir¢ok calisma p21'in

sayisiz hiicre tipini apoptozdan korudugunu goéstermistir; 0rnegin, meme kanserinin
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p21in hiicre dizilerinin agir1 ekspresyonunun, kizilétesi (IR) ile indiiklenen apoptoza kars1
hiicre duyarliligin1 azalttig1 bildirilmistir. Ayrica, daha ileri deneysel ¢alismalar, p2/'in,
kaspaz kaskadinin aktivasyonu icin gerekli olan CDK'larin inhibisyonu yoluyla IR-
kaynakl1 apoptoza kars1 hiicreleri koruyabildigi gercegine deginmistir. Ayrica, p21, hiicre
dongiisii ilerlemesi, DNA onarimi ve apoptozun diizenlenmesi ile ilgili genlerin
ifadesinde 6nemli bir fonksiyona sahiptir. Bu genler arasinda E2F (E2 transkripsiyon
faktorii) ailesi, NFkB, c-myc, STAT ve p300/CPB bulunur (Soria ve Gottifred, 2010).
pRB'nin p2/ tarafindan fosforilasyonu, E2F aktivasyonunu inhibe eder ve DNA
replikasyonunu biiyiik 6l¢lide bloke eder. p2/'in, E2F aktivitesini inhibe etmesinin bir
baska yolu, azaltilmis ekspresyon ve/veya fonksiyonel RB proteini igermemesidir (Wu
ve ark., 2009). In vivo olarak E2F-1'in asir1 ekspresyonu, hiicre dongiisiiniin baslatir ve
ardindan apoptoz aktiflesir. E2F-1, p53'e bagimli ve bagimsiz bir sekilde apoptozu
indiikleyebilir. Gergekten de PRB, p53 pozitif ve negatif hiicrelerde apoptozu inhibe
edebilir. Ayrica, E2F-1'deki mutasyonlar, pRB'nin E2F-1 aracili apoptozu bloke etme
yetenegini inhibe eder. Siklinler D1 ve E, pRB'nin hiper fosforilasyonu ile apoptozu
uyarir (Jung ve ark., 2010). p21, pRB eksik hiicrelerde E2F aktivitesini baskilayabilir.
Ayrica, p21 mutasyonu E2F transaktivasyonunu engelleyebilir (Soria ve Gottifredi.,
2010). E2F aktivitesinin diizenlenmesi i¢in iki mekanizma tanimlanmistir; ilki, E2F'de
karboksi terminalinde bulunan bir alanin transaktivasyonu, E2F hedef genlerinin
ekspresyonunu onler. Ikincisi, pRB, SWI / SNF, histon deasetilazlar ve histon
metiltransferazlar gibi transkripsiyonel baskilayici faktorleri E2F aktivitesini inhibe eder
(Bitomsky ve ark., 2013). C-myc, hiicre dongiisii regiilasyonu ve farklilasmasinda yer
alan diger 6nemli bir faktordiir. Cok sayida ¢alisma c-myc'nin p21'i baskilayabildigini
bildirmistir. C-myc ile p21 fonksiyonunun bastirilmasi i¢in ¢esitli mekanizmalar vardir,
ornegin, MIZ-1 gibi transkripsiyonel faktorlerle c-myc'in etkilesimi p2/'in
transkripsiyonunu inhibe eder. Bu etkilesim p2/ fonksiyonunu bloke eder ve c-myc ile
apoptozun indiiklenmesine yol agar. C-myc, p2/ promotdriine baglanan ve p2I
transkripsiyonunu baskilayan transkripsiyonel faktor AP4 ile baglanti kurabilir. C-myc
ayrica, p21 transkripsiyonunu baskilayan KDMS5B ve transkripsiyon faktorii AP4 gibi
histon demetilasitazlari ile tiglii bir kompleks olusturur. C-myc, p21 mRNA'y1 parcalayan
mikroRNA (miR) 17-92'yi indiikler (Soria ve ark., 2010; Mullan ve ark., 2006). Ayrica,
p21'in NFkB ve STAT ile etkilesimi, BCL-2, c-FLIP, BCL-XL ve XIAP gibi anti-
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apoptotik proteinlerin inhibe edilmesine yol agar ve apoptozun uyarilmasini kolaylastirir.
Ayrica p21, bu transkripsiyon faktorlerinin anti-apoptotik etkisini P300/CPB gibi
transkripsiyonel koaktivatorlerin indiiksiyonu ile artirabilir (Soria ve ark., 2010). Bazi
yeni ¢alismalarda, p21'in kaspaz 3 ile kesildigi ve bu islemin kanser hiicresi apoptozuna
yol actig1 gozlenmistir. Ek olarak, timor nekroz faktér (TNF) ile iliskili apoptoz
indiikleyici ligand oOlim reseptorii (TRAIL) kanser hiicrelerinde apoptozu
indiiklediginde, p21 kaspaz 3 ve 9 aktivasyonunu inhibe edebilir ve hiicreleri IR-indiiklii
apoptoza karsi koruyabilir (Soria ve ark., 2010; Seoane ve ark., 2004).

C-jun, cesitli hiicresel streslere yanit olarak apoptozu indiikleyebilir. MAPK
ailesine ait c-jun'u aktive edebilen baska proteinler de vardir. Aktive edilmis c-jun

fosforilatlar1 c-myc ve apoptotik kaskadi baslatir. Kanser hiicrelerinde p2/'in asiri

ekspresyonu, c-jun’u inhibe eder ve apoptozu baskilar (Sekil 10) (Soria ve ark., 2010;
Meng ve ark., 2013).
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Sekil 10. p21 ve Apoptoz (Karimian ve ark., 2016)
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2.3.4. p21 ve Kanser Arasindaki liski

p21, CDK'lara baglanir ve kinaz aktivitesini inhibe eder, bu da hiicre
dongiistindeki spesifik agamalarda biiylimenin durmasina yol agar (Abbas ve Dutta,

2009; Gartel ve Tyner, 2002). p21 ayrica hiicresel farklilagsmay1 ve yaglanmay1 indiikler.

p21, baglica timor baskilayicilarindan biri olmasina ragmen, ayni zamanda
onkogenezi de tesvik edebilir. p2/'in yiiksek ifadesi kanserin zay1f prognozu ile iligkilidir
(Winter ve ark., 2001; Xia ve ark., 2004; Zhang ve ark., 1995). Her ne kadar mesane
kanserinde p2/ geninin mutasyonu bildirilmigse de (Cazier ve ark., 2014), rapor edilen
caligmalarin ¢ogu, p2/'in islev kayb1 mutasyonlarin1 gostermede basarisiz olmustur
(McKenzieve ark., 1997; Patino ve ark., 1998; Shiohara ve ark., 1994). Bu sonuglar p2/'in

klasik bir tlimor baskilayict olamayacagini diisiindiirmektedir.

Genetik olarak tasarlanmis farelerin deneysel sonuglari da p2/'in ¢akisan islevlerini
desteklemektedir. p2/ eksikligi olan farelerde spontan tiimorler meydana gelmis ve
p21'in bir timor baskilayici oldugu kanisina varilmistir (Martin—Caballaro ve ark., 2001).
p21 ayrica genomik kararsizliga neden olur (Shen ve ark., 2005). Bununla birlikte, p21
eksikligi olan farelerde tiimor olusumunun zamanlamasi, daha sonra p53 eksikligi olan
farelerden daha fazla oldugu anlasilmistir (Donehower ve ark., 1992). Ayrica, p21
eksikligi olan fareler p53 eksikligi olan farelerle ¢aprazlandiginda lenfoma olusumu
bastirilmistir (De La Cueva ve ark., 2006; Wang ve ark., 1997). Bu sonug, p2/'in, ¢ok
yonlii islevini yansitan, 6zel kosullarda onkojenik bir sekilde hareket ettigini de gosterir
(Abbas ve Dutta, 2009). Ek olarak, p2/'in sitoplazmada asir1 eksprese edildigi farelerde
meme bezi timorijenezini hizlandirdigr (Cheng ve ark., 2010) ve p2/'in siklin bagi
motifinin, dogrudan bir tiimdrijenik fonksiyonuna sahip oldugu bildirilmistir (Liu ve ark.,

2007).

2.3.5. p21 ve Ozofagus Kanseri Arasindaki iliski

Hiicre dongiisiiniin 6nemli bir diizenleyicisi olan p2/ (wafl/cipl), PCNA'ya
baglanir ve bu baglanma sonucu p53, bilylimenin baskilanmasini saglar ve apoptozu aktif

hale getirir (Sherr ve Roberts, 1995). p21, siklin kinaz aktivitesini inhibe eder,
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transkripsiyon seviyesinde p53 ile sik1 bir sekilde diizenlenir ve muhtemelen p53 hiicre

dongiisti kontroliiniin efektorii olarak islev goriir (Bunz ve ark., 1998).

Hiicrede, p53 proteini DNA'y1 baglar ve bu da hiicre bdliinmesinin bir sonraki
asamasina gegemeyen bir kompleks olusturan bir hiicre boliinmesi uyarici protein (cdk2)
ile etkilesime giren p2/ ifadesini uyarir. Mutant p53 artik DNA'y1 etkili bir sekilde
baglayamaz, bu nedenle p2/ proteini hiicre boliinmesi i¢in durdurma sinyali olarak
hareket edemez ve kontrolsiiz hiicre biiyiimesi nedeniyle tiimorler ile sonuglanabilir

(Ohkoshi ve ark., 2015).

1999 yilinda yapilan bir arastirmada, kronik olarak diizenlenmis ESCC tiimorii
olan ve bilgisayarl bir goriintii analiz sistemi ile skorlanan hastalardan alinan 6rneklerde
p21, p27, p53 ve pRB'min immiinohistokimyasal yoOntemiyle ekspresyonunu
calismiglardir. p27, p53 ve pRB'nin genel sagkalim ile iliskili olmadigini
dogrulamislardir. Cok degiskenli analiz, yas, lenf nodu tutulumunun ve p2/'in bagimsiz
prognostik faktorler oldugunu, p2/ ekspresyonunun ESCC'de bagimsiz bir prognostik

faktor oldugu sonucuna varmislardir (Nita ve ark., 1999).

2000 yilinda yapilan baska bir aragtirmada atasal tip p53 olan 6zofagus kanserli
hastalardaki p2/ varyantlariin sikligr ile iliskili oldugu ve p53 mutasyonlar1 olan
tiimorlerdekinden daha yiiksek oldugunu, bu da bu polimorfizmlerin p53 yolunu
etkiledigini ve Ozofagus tiimdrijenezinde Onemli bir rol oynayabilecegini

diisindiirmektedir (Bahl ve ark., 2000).

2.4. Tek Niikleotid Polimorfizmleri (SNP)

Tek niikleotid polimorfizmleri, hiicresel biiylime ve c¢ogalmay1 saglayan
(onkogenler) ile biiylimeyi engellemeye caligsanlar (timor baskilayicilar) genler arasinda
bir denge saglayan, dikkatli diizenlenmis varyasyonlardir. Biiylimeyi kontrol eden
genlerin ve bunlarin protein iiriinlerinin degistirilmis ifadesi veya aktivitesi anormal
hiicresel proliferasyona veya tiimor olusumuna yol agabilir. Bu tiir genlerin tanimlanmasi
ve karakterize edilmesi, kanser biyolojisini tam olarak anlamak ve kanser tedavisinde
yeni terapdtiklerin gelistirilebildigi yeni kanser ila¢ hedeflerini ortaya ¢ikarmak igin

gereklidir. Ek olarak, yeni kanser genlerini kesfetmeye devam etmek, kanser 6nleme ve
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erken taniya yonelik metodolojilerin gelistirilmesine de yardime1 olacaktir (Engle ve ark.,

20006).

Bir hastalik siirecine dahil olan genleri tanimlamak i¢in mevcut olan en giiclii
yontemlerden biri, bir hastalik fenotipine bagli bir genomik bolgeyi bulmak icin ¢ok
sayida polimorfik belirtegin kullanildig1 genetik analizlerin uygulanmasidir. insan
genomunda cesitli tiplerde polimorfik belirtecler bulunur ve genom genelindeki genis
capli, yliksek verimli analize en uygun tip tek niikleotit polimorfizmleridir (SNP). Bir
SNP, iki veya daha fazla alternatif bazin kayda deger siklikta (>% 1) meydana geldigi bir
genomik lokus olarak tanimlanir. SNP'ler, genom boyunca birka¢ yiiz baz ciftinde
meydana gelen ve diisliik mutasyon oranlar1 sergileyen insan genomundaki en sik goriilen
varyasyon tiiriidiir (Cargill ve ark., 1999). Bunlar, hastalik aday gen bolgelerini, evrimsel
caligmalar1 tanimlamak, genotipik ve fenotipik farkliliklar arasinda fonksiyonel iliskiler
kurmak icin kapsamli olarak caligilmigtir. Son zamanlarda, daha yeni teknolojilerin
ortaya c¢ikmasi, es zamanlt olarak maliyeti diislirlirken, SNP genotiplemesinin
verimliligini arttirmistir. Daha yeni teknolojiler, SNP'lerin sadece tek bir lokusta degil,
daha Once ulasilamaz oldugu disiiniilen yogunluklarda genom genisliginde
degerlendirilmesine izin vermistir. Boyle biiyiik dl¢ekli, SNP analiz ¢aligmalari, ¢esitli
hastalik fenotiplerinin gelisiminde rol oynayan genleri ve genomik bolgeleri belirlemede
baz1 basarilarla karsilasmistir. Bu SNP analiz teknolojileri yeni kanser genlerini

tanimlamak i¢in uygulanabilir (Engle ve ark., 2006).

2.4.1. SNP Uygulama Analizleri
2.4.1.1. Dogrudan lliskilendirme Analizleri

Dogrudan iligkilendirme ¢aligmalari, varsayilan fonksiyonel varyantlar ve hastalik
riski arasindaki iliskiyi test eder. Tipik olarak bu, bilinmeyen bolgelerdeki SNP'lerin (bir
amino asit degisimi ile sonu¢lanan) veya diizenleyici bolgelerde gen ekspresyonunu
etkileyen polimorfizmlerin degerlendirilmesini igerir (Crgill ve ark., 1999). Mendelyan
hastaliklarda hastalik allellerinin ¢ogunlugu SNP'leri kodlamakta ve karmagik hastalik
varyantlarinin da benzer bir egilim gdsterdigi diisliniilmektedir (Botstein ve ark., 2003).

Mendel ve karmasik 6zelliklerin daha 6nce ayr1 bir fenomen oldugu diisiiniilsede, simdi
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ikisinin ¢ok daha fazla iligkili olduguna dair kanitlar artmaktadir (Badano ve ark., 2002).
Sonu¢ olarak, Mendelyan bozukluklarin bilinen nedenlerinin daha iyi anlasilmasi,
karmagik hastalik genlerini arastirmaya yardimci olacak yararl bilgiler saglayabilir.
Fonksiyonel SNP'lerin analizi, yaygin kodlama SNP'lerinin sayist toplam ortak SNP
sayisinin sadece bir kismi oldugu i¢in, giiclii bir hastalik gen kesfi yontemi olma
potansiyeline sahiptir. Bu yaklasimin dezavantaji, ilgi konusu gen igindeki fonksiyonel
polimorfizmlerin kapsamli bir listesinin ya SNP veri tabanlar1 ya da DNA dizilemesi gibi
deneysel yaklasimlarla tanimlanmasi gerektigidir. Dahasi, ¢ogu zaman kanser
ilerlemesinde oldugu gibi, mevcut olmayan SNP veritabanlarinda bulunamayan
fenotipler mutasyona katkida bulunabilir. Literatiirde, kanser arastirmalarinda dogrudan
iliskilendirme ¢alismalarinin kullanildigi ¢ok sayida rapor bulunmaktadir. Ornegin,
MMP-9 genindeki iki belirsiz SNP'nin, metastazli akciger kanseri geligsme riski ile iligkili
oldugu gosterilmistir (Hu ve ark., 2005). UGT1A7 iginde kodlanan polimorfizmlerin,
kolorektal kanser hastalarinin capesitapin’e (kemoterapik bir ilag) yaniti ile iligkili oldugu
goriilmstiir (Carlini ve ark., 2005). Akut lenfoblastik 16semi (ALL) dahil olmak {izere
kemoterapide kullanilan ¢esitli tiopurin ilaglarinin S metilasyonunu katalize eden tiopurin
metiltransferaz (TPMT) aktivitesi, birka¢ kodlama polimorfizmi ile tanimlanir (Otterness
ve ark., 1997). ALL'deki erken tedavi yanitini tahmin etmek i¢in kullanilabilir (Stanulla
ve ark., 2005). MTHFR genindeki fonksiyonel ve yaygin polimorfizmler kolorektal
kanser (Jiang ve ark., 2005), meme kanseri (Chen ve ark., 2005), mide kanseri (Graziano

ve ark., 2006) ve pankreatik kanser ile iliskili oldugu belirlenmistir (Li ve ark., 2005).

2.4.1.2. Baglantih Calismalar

Baglanti ¢caligmalari, bir hastalik genini tanimlamak i¢in aile temelli bir analiz
yaklagimidir. Yontem, bir hastalik geninin bir aile iginde ayrilmasindan dolay1, hastalik
genine yakin genomik isaretleyicilerin, hastalik alleli ve isaretleyici arasindaki
rekombinasyon eksikligi nedeniyle ayni sekilde ayrilacagi kavramina dayanmaktadir. Bu
yontemi kullanmak i¢in, hastaliktan etkilenen bireyleri igeren aileler tanimlanir ve genom
boyunca dagitilan polimorfik belirtegler, ailenin her bir {iyesi i¢in genotiplendirilir. Her
markirin ayrilmasi, daha sonra aile i¢indeki hastalik fenotipinin segregasyon modeli ile
karsilastirilir. Daha sonra, her bir belirteg i¢in, isaretleyicinin hastalik geni ile ayrilma

olasiligim1 gostermek {lizere, olasiliklar skorunun bir logaritmast (LOD) hesaplanir.
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Polimorfik allellerin segregasyonu, hastalik fenotipinin segregasyonu ile eslesirse, bu da
yiiksek bir LOD skoru ile sonuglanirsa, hastalik geninin polimorfik markirin yakininda

yerlestirilebileceginin bir gostergesidir (Engle ve ark., 2006).

2.4.1.3. Dolayh Mliskilendirilen Cahsmalar

Baglant1 calismalarin1 gergeklestirmeye yonelik onemli bir engel, kapsamli,
etkilenen aile drneklerinin elde edilmesinin zor olabilecegidir. Ilgisiz olan hastalik
fenotipi icin ilgisiz kisilerden vaka ornekleri elde etmek genellikle daha kolaydir. Bu
ilgisiz popiilasyonlar i¢in, belirli bir gen ve bir hastalik fenotipi arasindaki baglantiy1
degerlendirmek icin dolayl bir iliski ¢alismasi tercih edilir. Dolayli iliski ¢aligmalari,
rekombinasyonun, birbirine yakin ve hastalik genine yakin olan ¢oklu SNP'ler arasinda
nadiren meydana geldigi kavramina dayanmaktadir. Sonug olarak, kiigiik bir bolgedeki
SNP'ler genellikle baglant1 dengesizligindeki (LD) bir blok olarak bulunur. Bu ¢oklu
SNP'ler esasen tek bir birim olarak birbirine baglandigindan, bu iinite i¢indeki herhangi
bir SNP'nin genotiplerini degerlendirmek, bu LD blogu icindeki tiim SNP'lerin
genotiplerini yansitacaktir. Dolayli iliskilendirme c¢alismalar ile, nedensel mutasyon
dogrudan degerlendirilmemistir, bunun yerine, ayn1 LD blokunda SNP'ler, nedensel
mutasyon olarak genotiplendirilmistir. Bir SNP hastaliga neden olan mutasyonla LD'de
ise, vaka ornegi ile uygun sekilde eslestirilmis kontrol popiilasyonu arasinda bir fark

gozlenmelidir (Engle ve ark., 2006).

2.4.2. p21 Polimorfizmleri
2.4.2.1.rs3176352 (IVS2+16 G>C)

rs3176352 (IVS2+16 G>C), 6. kromozom {izerinde p2/ geninde kirpilma
(splicing) yerinden 16 baz cifti (bg) asagt dogru 2. intronda yerlesmistir ve bu C-G
degisimi p2/’in mRNA kirpilmasint etkiler (Zheng ve ark., 2014). SNP mindr allel
frekans1 aramasi yapildiginda C alleli mindr allel olarak verilmektedir, ancak
popiilasyonlar arasinda bakildiginda en sik olarak gozlenen allelin degiskenlik gosterdigi

goriilmektedir.
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i igerik dizisi ' [VIC/FAM]:
AGCATGACAGGTGCGGACATGTGCA[C/GIGGAAGGACTTTGTAAGGGACCAGGA

Sekil 11. p27 rs3176352 (IVS2+16 G>C) polimorfizmi (Thermo, 2018). VIC/FAM,

allellerin igsaretlenmesinde kullanilan boyalardir.

2.4.2.2 rs1801270 (p21 kodon 31, C98A)

p21’in en ¢ok calisilan polimorfizmidir. Kodon 31'de meydana gelen rs1801270
C/A, serin’den arjinin’e amino asit degisimi (Ser31Arg) ile sonuglanir. Bu degisim DNA-
baglayici ¢inko parmak motifini etkiler ve p2/°in ekspresyonunu ve aktivasyonunu
degistirebilir. (Wang ve ark., 2012). Bdylece kansere yatkinligi etkileyebilir. C alleli
yabanil tip allel olarak kabul edilmektedir.

( Igerik Dizisi [VIC/FAM]:
GCCCAGTGGACAGCGAGCAGCTGAGIA/CICGCGACTGTGATGCGCTAATGGCGG

Sekil 12. p21 rs1801270 (C/A) polimorfizm (Thermo 2018).

2.4.2.3 rs1059234 (C70T)

p21 C70T, 3°-UTR boélgesinde durdurma kodonunun 20 niikleotid asagisinda
olusur. Bu bolge, hiicre farklilasmasi, proliferasyonu ve tiimor baskilanmasi i¢in 6nemli
bir alan olarak kabul edilir. Bu nedenle, protein ekspresyon seviyesinde bir degisiklige
yol agarak mesajin bozulmasina neden olur ve mRNA kararlilig1 etkilenir (Noushin

Taghavi ve ark., 2010). C alleli yabanil tip allel olarak kabul edilmektedir.

[ Igerik Dizisi [VIC/FAM]:
CCCTAATCCGCCCACAGGAAGCCTG[T/CJAGTCCTGGAAGCGCGAGGGCCTCAA

Sekil 13. p21 151059234 (C/T) polimorfizm degisimi (Thermo, 2018)
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2.4.3. Ger¢cek Zamanh Polimeraz Zincir Reaksiyonu (Kantitatif PZR)

Kantitatif-PZR teknolojisi DNA’nin ya da mRNA orneklerinin ¢ogaltimini ve
driinlerinin miktarin1 tek bir tiipte tespit edebilen son yillarda popiiler olmus bir
yontemdir. Floresan 1sima tekniklerinin molekiiler genetik yontemlerde kullanima
girmesi ile birlikte bilinen “PZR” gelistirilerek olusturulan teknik gen anlatim
caligmalarinin hizina ivme kazandirmistir (Klein, 2002). “PZR” ¢ogaltimini goriiniir hale
getiren ve monitdrize edebilen floresan isaretli prob ve boyalarin kullanildigi, floresanin
olusan DNA ile dogru orantili olarak arttig1 bir ¢ogaltma ydntemi olmasi dolayisiyla
“Kantitatif gercek zamanli PZR”, “Izlenebilir polimeraz zincirleme tepkimesi (PZT)”,
“Floresan kantitatif ger¢ek zamanli-PZR” gibi farkli adlarla da isimlendirilmektedir

(Kubista, 2008).

Gen anlatiminin belirlenmesi, farklilagmasi ve patolojik durumlarin saptanmasi i¢in
cok onemlidir. Medikal arastirmalarda ve molekiiler tani1 calismalarinda biyolojik
materyalle calisirken ¢ok sayida doku 6rnegine veya hiicre miktarina ihtiya¢ duyulur.
Kantitatif-PZR metodu ile ¢ok az miktardaki biyolojik bir 6rnegin 6zelligini hizli,
giivenilir ve hassas bir sekilde ortaya koyulabilmektedir. Gen anlatimlarinin sayisal bir
degerle belirtilmesi bir hiicre toplulugundaki heterojeniteden dolay1r bu teknolojinin
kesfinden once giivenilir degildi. Cok farkli hiicre tiplerinden olusmus dokularin dis
uyaranlara farkli sekilde yanit verdigi ve hastaliklardan farkli sekillerde etkilendigi
diistiniilmektedir. ~ Biyolojik ~ fonksiyonlarin ~ yaninda  karmasik  diizenleme
mekanizmalarinin ardindaki fizyolojiyi tam olarak anlayabilmek i¢in her hiicre tipinin
ayr1 olarak calisilmasi gerekmektedir. Hiicrelerin bireysel olarak transkripsiyon aktivitesi
ancak ¢ok yliksek duyarlilik iceren yontemler ile ortaya ¢ikarilmaktadir. “kantitatif-PZR”
teknolojisinin son 5 yilda kullanimi muazzam bir sekilde artmistir (Gunel ve Aydinli,

2009).

2.4.3.1. TagMan Teknigi (Applied Biosystem)

TagMan analizleri bir 5 'niikleaz analizine dayanir (Livak ve ark., 1995; Livak,
1999). PZR amplifikasyonunu ve genotiplemeyi tek bir reaksiyonda birlestirir. Bir allele
spesifik bir sekilde verilen bir polimorfik sekansa hibridize olabilen iki prob, tek bir PZR

reaksiyonuna eklenir. Her prob 5 'ucunda bir floresan raportdr ve 3' ucunda bir boya
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baskilayici tagir. Baskilayaci molekiilii, polimorfik lokusun amplifikasyonu sirasinda bir
prob, uygun SNP alleline hibritlenene (birlesene) kadar raportoriin floresanini
baskilamaktadir. Baskilayict molekiilii, Taq polimerazin 5 'niikleaz aktivitesi ile
ayrildiginda, raportor molekiil, baskilayict molekiiliinden serbest birakilir ve bir floresan
sinyali tretilir. Bu SNP'nin genotipi, tipik olarak amplifikasyonun sonunda, iki allele
spesifik raportdr boyalarin her biri i¢in floresan sinyali karsilagtirilarak belirlenir (Engle

ve ark., 20006).

Tagman prob sisteminde en yaygin kullanilan raportor boya FAM olmakla birlikte
TET, JOE ve HEX gibi farkli boyalarda kullanilabilir. Baskilayici olarakta VIC, TAMRA
ve DABOCYL kullanilir (Temizkan ve Arda, 2017).

Tagman yOnteminin en Onemli avantaji hedef DNA’ya 06zgii problarla
caligildigindan isleyis mekanizmasinin duyarli olmasidir. TagMan analizinin
avantajlarindan biri de, PZR amplifikasyonu ve genotipleme analizini tek bir agamada
birlestirip, 6rnek igslemeyi biiyiik Olclide azaltabilmesidir. TagMan genotiplemesi diger
genotipleme yaklasimlar: ile karsilastirildiginda maliyeti daha ytiksektir. Fakat bu
maliyet, test kurulumu ve uygulanmasi ile iligkili daha az emek gerektirmesi ile telafi
edilebilir. Ayrica, TagMan analizlerinin maliyeti diger genetipleme maliyetlerinin yarisi
ile tigte biri arasindadir ve genel genotipleme maliyetini belirlerken bu durum dikkate

alinmalidir (Engle ve ark., 2006).
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3. GEREC VE YONTEMLER

3.1. Calisma Grubu ve Kontrol Grubunun Secilmesi

Van Yiiziincii Y1l Universitesi Tip Fakiiltesi Gastroenteronoloji Anabilim Dali’na
gastroozofagiyal reflii ve yutkunma sikayetleri ile bagvuran, uzman hekimler tarafindan
yapilan endoskopik incelemede 6zofagus kanser tanisi konulan ve patolojik inceleme ile
bu tanmin dogrulandig1 hastalar calisma grubuna alindi (n=69). Ozofagus kanseri olan
bu bireyler ¢aligma hakkinda hazirlanan hasta bilgilendirme onam formu ve anket formu

doldurularak venoz kan ornekleri alinda.

Kontrol grubu (n=101), hastaneye belli bir rahatsizlig1 oldugu icin bagvurmus
fakat 6zafagus kanseri olmadigi belirlenen veya bagka herhangi bir kanser tiiriiniin
gbzlenmedigi, yas, cinsiyet ve sigara igme aliskanliklar1 sorularak yas bakimindan hasta
grubu ile uyumlu olacak sekilde saglikli bireylerden olusturuldu. Bu kisilere de
hazirlanan hasta bilgilendirme onam formu ve anket formu dolduruldu ve vendz kan

Ornekleri alindi.

Calismada degerlendirilecek parametrelerin tespiti amaciyla, yas, cinsiyet,
agirlik-boy, sigara ve alkol tiiketimi, beslenme aligkanlig, aile de kanser olup olmadig,
tandir dumanina maruz alip kalmadig1 gibi sorular iceren anket formu ¢aligsmaya katilan

tiim bireylere uygulandi. Bu anket formunun bir 6rnegi ekte sunulmustur.

Calismamizda yaptigimiz biitiin deneyler, Van Yiiziincii Y1l Universitesi Tip

Fakiiltesi T1ibbi Biyoloji Anabilim Dali Laboratuvarinda yapildu.

3.2. Calisma ve Kontrol Grubundan Biyolojik Materyalin Toplanmasi

Caligmamizda, biyolojik materyal olarak, ¢aligma ve kontrol grubuna alinan
bireylerin periferal kan ornekleri EDTA’I kan tiiplerinde toplandi. EDTA’11 tiiplerdeki
kan drneklerinden DNA izolasyonu gergeklestirildi. Ornekler DNA izolasyonu yapilana
kadar -20 °C’de sakland.
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3.3. Kullanilan Kimyasalar

Ethanol Sigma Aldrich (Kat No:32205 USA)

Tagman Genotyping Master Mix (Kat No:4371355 USA)

Tagman Genotyping SNPAssay kit rs1059234 (Kat No:4351379 USA)
Tagman Genotyping SNPAssay kit rs1801270 (Kat No:4351379 USA)
Tagman Genotyping SNPAssay kit rs3176352 (Kat No:4351379 USA)

3.4. Kullanilan Cihazlar ve Malzemeler

Sogutmali santrifiij (Hitachi Tokyo, JAPONYA)

Nano drop (Thermo scientfic USA)

Reeel Time PCR (Applied Biosystem Step One Plus USA)
96 Fast well plate (Applied biosystem USA)

Optical Adhesive covers (Applied biosystem, 4360954 USA)
Otoklav (Niive)

Mikropipetter (Thermo scientific USA)

Isitic tabla (Biosan Dry thermostat Danimarka)

Vorteks (Wisemix Wellington, Yeni Zelanda)

Buz dolab1 ve derin dondurucu (Siemens Berlin, Almanya)

3.5. DNA izolasyonu

Kan materyalleri Invitrogen Purelink Genomics DNA Mini Kit (kat no=K1820)

DNA izolosyon Kkiti ile agagidaki protokole gore izole edildi;

Y

2)
3)

4)

-20 °C’de sakladigimiz kan orneklerini ¢ikarip oda sicakliginda ¢oziilmeleri
beklendi Isitic1 tabla (Biosan) 55 °C ye ayarlandi.

Herbir kan 6rneginden 200 pl alinarak 1,5 ml’lik steril ependorf tiiplere aktarildi.
Uzerine 6nce 20 pl Proteinase K, daha sonra 20 ul RNase A ekleyip iyice
vortekslendikten sonra 2 dk inkiibasyona birakildi.

Daha sonra tizerine 200 pl liziz baglanma tamponu eklendi, iyice vorteksledikten

sonra 55 °C’de 10 dk inkiibasyona birakildu.
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5) Inkiibasyondan sonra iizerine 200 pl %100 absolute ethanol eklenip vortekslendi.

6) Ornekleri spin kolana aktarip 10.000 g’de 1 dakika santrifiij yapildi ve sonra
toplama tiipii atilarak, spin kolon yeni toplama tiipiine takildi.

7) Spin kolana 500 pl yikama tamponu 1 eklendi, 10.000 g’de 1 dakika santrifiij
yapilip toplama tiipii atildi ve yeni toplama tiipiine aktarildi.

8) Spin kolona 500 pl yikama tamponu 2 eklenip, maximum hizda 3 dakika santrifiij
yapildi toplama tiipii atilarak spin kolan yeni 1,5 mI’lik steril ependorf tiipiin igine
alindi.

9) Spin kolona 6nce 30 ul eliisyon tamponu eklendi 1 dk beklendi ve max. hizda 1
dk santrifiij edildi, daha sonra iizerine tekrar 50 pl eliisyon tamponu eklendi 3 dk

beklendi ve max. hizda 1 dk santrifiij yapilarak Nanodrop’ta 6l¢tim yapildi.

3.6. DNA Miktar ve Safliginin Olciilmesi

DNA orneklerinin konsantrasyonu ve safligt Nanodrop (Thermo scientific) ile
ol¢iildii. DNA’nin konsantrasyonu 260 nm’de optik yogunlugu(OD), safligi ise 260
nm/280 nm’deki OD’sinden belirlendi. DNA 260 nm/280 nm de ki OD’leri 1,6 - 1,8
araliginda ise saf olarak kabul edildi. Bu aralikta saflik degerleri dlglilen 6rneklerin

tiipleri parafinlenerek -20 °C ye kaldirildi.

3.7. Genotipleme

3.7.1. Ger¢ek Zamanh PZR (Kantitatif PZR)

Bunun i¢in hasta ve kontrol grubundan izole ettigimiz ve -20 °C’de tuttugumuz
DNA’lar ¢ikarilarak buz {lizerine alindi ve ¢oziinmesi beklendi. Genotipleme igin
kullanilacak DNA miktarinin tiim 6rnek tiiplerinden ayni oranda alimabilmesi i¢in biitiin
ornekler 10 ng/ul olacak sekilde sulandirildi.

Daha sonra Tagman genotyping master mix ve SNP Assay kitleri vortekslenip kisa
bir santrifiijden sonra, dondurma c¢oziindiirme iglemlerini en aza indirmek amaciyla
alikotlama yapildi. DNase —Rnase free sular i¢inde alikotlama islemi yapildi. Daha sonra

her 6rnek i¢in dnce reaksiyon karigimi hazirlandi (Tablo 1).
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Tablo 1. Bir 6rnek i¢in kantitatif-PZR reaksiyon karigim igerigi

Bilesen Reaksiyon tiiptindeki konsantrasyon
DNase —Rnase free water 3,75l

Tagman SNP Assay Kit 40X 0,25 pl

Tagman Genotyping Master Mix 2X S5ul

Genomik DNA Il

Total hacim 10 pl

Ornek sayis1 kadar reaksiyon karisimi hazirlandi. Karisima DNA eklenmedi ve karisim
tiipli kisa vortekslenip kisa bir santrifiij yapildi. Daha sonra her bir plate kuyusuna 9 pl
eklendi. Kit protokoliine son hacimin 10 pl olmasi yeterli oldugundan, her bir 6rnekten 1
pl DNA kuyulara eklendi. Kuyularin i¢inde hava kabarcigr olmamasina dikkat edildi.
Plate, optical adhesive film ile kapatildi ve ger¢ek zamanli PZR cihazina yerlestirildi.
Bilgisayar iizerinde cihaz ayarlamalar (reaksiyon hacmi, ¢alistirma modu gibi) yapildi.

Sicaklik degerleri asagidaki gibi ayarlandi (Tablo 2)

Tablo 2. Kantitatif-PZR sicaklik degerleri

Sicaklik (°C) Zaman Dongii
Polimeraz 95 10 dk
Aktivasyon -
Denatiirasyon 95 15 sn
Birlesme /Uzama 60 1 dk 40

Sn; saniye, dk; dakika

Sicaklik ayarlamasi yapilip, tiim kontroller yapildiktan sonra cihaz ¢alistirild.

p21 gen polimorfizmlerinin kantitatif-PZR sonuglar1 Sekil. 14’te gosterildigi gibi

sonuglandi.
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Sekil 14. p2]/ gen polimorfizmleri allel dagilimlari. Kirmizi; Homozigot allel
I’igdsteriyor (VIC), Mavi; Homozigot allel 2’yi gosteriyor (FAM), Yesil; Heterizigot
oldugunu gosteriyor, Siyah; Blank.

Her bir SNP i¢in alinan genotipleme kitinde verilen VIC/FAM allellerine gore yabanil

tip, mutant tip veya heterozigot olup olmadig1 degerlendirildi.

3.8. istatistiksel Analiz

Caligmanin istatistiksel analizleri SPSS 15.0 paket programi kullanilarak

degerlendirildi. Sosyodemografik ozelliklerin gruplar arasindaki farkliliklarinin
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belirlenmesinde Ki-kare ve/veya Fisher Exact test sonuglar1 kullanildi, yine kategorik
degiskenler arasindaki dagilimlarin test edilmesi amaciyla ki-kare ve Fisher’in exact
testlerinden yararlanildi. Sonuglar tablolarda frekans dagilimlart ve yiizdelikler olarak

ifade edildi, istatistiksel anlamlilik sinir1 p<0.05 olarak alindi.
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4. BULGULAR

4.1. Demografik Bulgular

Yaptigimiz ¢alismaya katilan hasta ve kontrol grubuna, ekte sunulan anket
formundaki (Tablo 3) sorulara vermis olduklar1 cevaplara gore cinsiyet, yas ve ailede
kanser gibi demografik 6zellikler agisindan ve bu hastalik i¢in risk faktorii olusturdugu
sOylenen sigara ve alkol kullanimi, sicak ¢ay tiiketimi, Van otlu peyniri tiiketimi, meyve
tiiketimi, tandir dumanina maruz kalma (sadece kadinlar i¢in), reflii hastalig1 ve beslenme
sekli agisindan degerlendirildi. Degerlendirilen bu 6zelliklerden ailesel kanser, sigara
kullanimi, otlu peynir tiiketimi, tandir dumanina maruz kalma (sadece kadinlar i¢in), reflii
hastaligi, hasta grubunda kontrollere gore istatistiksel olarak anlamli farlilik oldugu
gozlendi (p<0,05). Diger 6zellikler icin gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir

farklilik bulunamadi (p>0,05) (Tablo 3).

Tablo 3. Ozafagus kanseri ve kontrol grubunun demografik o6zelliklerinin

karsilastiriimasi.
Degiskenler Ozofagus Kanseri Kontrol grubu n=101 | P degeri
n=69 (n/%) (/%)
Cinsiyet
Erkek 31 (44,9) 46 (45,5) 1
Kadm 38 (55,1) 55(54,5)
Yas
<55 25(36,2) 73 (72,3) p<0,001
<=55 44 (63,8) 28(27,7)
Sigara Kullanimi
Var 30 (44,8) 28 (27,7) 0,031
Yok 37 (55.,2) 73 (72,3)
Bilinmeyen 2
Alkol Kullanimi
Var 34,2 3(3) *0,684
Yok 64 (95.8) 98 (97)
Bilinmeyen 2

Tablo 2’nin devami sonraki sayfada
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Degiskenler Ozofagus Kanseri Kontrol grubu n=101 | P degeri
n=69 (n/%) (m/%)
Sicak Cay Tiiketimi
Var 57 (85,1) 77 (76,2) 0,176
Yok 10 (14,9) 24 (23,8)
Bilinmeyen 2
Otlu Peynir Tiiketimi
Var 58 (86,6) 71(70,3) 0,016
Yok 9(13,4) 31 (29,7)
Bilinmeyen 2
Meyve Tiiketimi
Var 46 (68,7) 71 (70,3) 0,865
Yok 21 (3L,3) 31 (29,7)
Bilinmeyen 2
Tandir Dumanina
Maruz Kalma (sadece
Kadinlar i¢in)
Var 31(83,8) 13 (23,6) p<0,001
Yok 6 (16,2) 42 (76,4)
Bilinmeyen 1
Reflii
Var 28 (41,8) 14 (13,9) p<0,001
Yok 39 (58,2,2) 87 (86,1)
Bilinmeyen 2
Histopatolojik durum
SCC 51(77,3)
ADC 15(22,7)
Bilinmeyen 3
Ailede Kanser
Var 38 (55,9) 24 (23,8) p<0,001
Yok 29 (44,1) 77 (76,2)
Bilinmeyen 2
Beslenme Sekli
Sebze 16 (24,2) 28 (27,7)
Et 12 (18,2) 34 (33,7) *0,020
Sebze+Et 37(56,1) 34 (33,7)
Diger 1(13) 5(5)

Anlamlilik diizeyi : p<0,05, *= Fisher Exact testi sonucu, diger ki- kare testi.
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4.2. SNP Analizleri

4.2.1 Genotip Frekanslar

Ozofagus kanseri tanili 69 hasta ve 101 kontrol grubu arasinda p2/
polimorfizmleri agisindan istatistiksel anlamlilik degerlendirilmesi yapildi. Hasta ve
kontrol grubu kanlarindan izole edilen DNA’lar ger¢ek zamanli PZR cihazinda Tagman
assay yontemi ile genotipleme g¢aligmasindan sonra 3 tane SNP ‘nin p2/ genindeki

genotip frekanslari belirlendi (Tablo 4 ).

Hastalarda rs1059234 polimorfizmi genotipi, 51 (%73,9) homozigot yabanil tip,
17 (%24,6) heterozigot ve 1 (%1,4) homozigot mutant tip olarak dagilim gosterdi. Ayn1
polimorfizmin kontrol grubunda dagilimi ise, 81 (%80,2) homozizgot yabanil tip, 19
(%18,8) heterozigot ve 1 (%1) homozigot mutant tip. Hasta ve kontrol grubu arasinda
genotip frekans dagilimi incelendiginde bu polimorfizm igin anlamli bir farklilik
goriilmedi (p=0,636). Hasta grubunda C allelini homozigot tasiyanlar (T alleli
tagimayanlar) %73,9 ve T allelini tagiyanlar %26,1 iken kontrol grubunda bu oranlar
strast ile %80,2 - %19,8 olarak belirlendi. Yabanil tip alleli homozigot tasiyan ve T
allelini tagiyanlar agisindan hasta ve kontrol grubu arasinda anlamli bir farklilik

goriilmedi (p=0,354; Tablo 4).

Hastalarda rs1801270 polimorfizmi genotipi, 53 (%76,8) homozigot yabanil tip,
15 (%21,7) heterozigot ve 1 (%1,4) homozigot mutant tip olarak dagilim gosterdi. Ayn1
polimorfizmin kontrol grubunda dagilimi ise, 78 (%77,2) homozizgot yabanil tip, 22
(%21,8) heterozigot ve 1 (%1) homozigot mutant tip. Hasta ve kontrol grubu arasinda
genotip frekans dagilimi incelendiginde bu polimorfizm i¢in de anlamli bir farklilik
goriilmedi (p=1). Hasta grubunda C allelini homozigot tasiyanlar (A allelini tagimayanlar)
%76,8 ve A allelini tastyanlar %23,2 iken kontrol grubunda bu oranlar sirast ile %78,2 -
%21,8 olarak belirlendi. Yabanil tip alleli homozigot tasiyan ve A allelini tasiyanlar
acisindan hasta ve kontrol grubu arasinda yine anlamli bir farklilik gériilmedi (p=0,853;

Tablo 4).

Hastalarda rs3176352 polimorfizmi genotipi, 25 (%36,2) homozizgot yabanil tip,
32 (%46,4) heterozigot ve 12 (%17,4) homozigot mutant tip olarak dagilim gosterdi. Ayni1
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polimorfizmin kontrol grubunda dagilimi ise, 42 (%41,6) homozigot yabanil tip, 45
(%44,6) heterozigot ve 14 (%13,9) homozigot mutant tip. Hasta ve kontrol grubu arasinda
genotip frekans dagilimi incelendiginde bu polimorfizm i¢in de anlamli bir farklilik
goriilmedi (p=0,636). Hasta grubunda G allelini homozigot tasiyanlar (C allelini
tasimayanlar) %17,4 ve C allelini tastyanlar %82,6 iken kontrol grubunda bu oranlar
strast ile %13,9 - %86,1 olarak belirlendi. G alleli homozigot tasiyan ve C allelini
tastyanlar agisindan hasta ve kontrol grubu arasinda yine anlamli bir farklilik goriilmedi

(Tablo 4).

Tablo 4. Ozofagus kanserli hastalarda ve kontrol grubunda p21 genotip frekanslart

Genotip Frekanslari
SNP’ler Genotip Ozofagus Kontrol Grubu, | P degeri
kanserli hasta, n (%)
n (%)
CC 51 (73,9) 81 (80,2)
CT 17 (24,6) 19 (18,8) *0,626
TT 1(1,4) 1(1,0)
1s1059234 T Alleli tasiyanlar | 18 (26,1) 20 (19,8)
(TT,CT)
T Alleli 0,354
tagimayanlar (CC) | 51 (73,9) 81 (80,2)
CC 53 (76,8) 78 (77,2)
CA 15 (21,7) 22 (21,8)
AA 1(1,4) 1(1) *1
rs1801270 A Alleli tagiyanlar | 16 (23,2) 22 (21,8)
(AACA) 0,853
A Alleli
tagimayanlar (CC) | 53 (76,8) 79 (78,2)

(Tablo 4 ‘iin devami diger sayfada)
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Genotip Frekanslari
SNP’ler Genotip Ozofagus Kontrol Grubu, | P degeri
kanserli hasta, n (%)
n (%)
GG 12 (17,4) 14 (13,9)
GC 32 (46,4) 45 (44,6) 0,706
CC 25 (36,2) 42 (41,6)
13176352 C Alleli tasiyanlar | 57 (82,6) 87 (86,1)
(CC,GO)
0,801
C Alleli
tagimayanlar (GG) | 12 (17,4) 14 (13,9)

Anlamlilik diizeyi: p<0,05, *= Fisher Exact testi sonucu, diger sonuglar ki-kare testi.

4.2.2 Allel Frekanslar:

Hasta ve kontrol grubu kanlarindan izole edilen DNA’lar Real Time PCR
cihazinda Tagman Assay yOntemi ile genotipleme calismasi yapilarak belirledigimiz

polimorfizmlerin allel frekanslari istatistiksel analiz yapilarak belirlendi (Tablo5 ).

rs1059234 polimofizminde hasta grubunda C allel frekans1 %86,2 ve mutant allel
frekansi %13,8 olup, kontrol grubunda C allel frekans1 %89,6 ve mutant allel frekansi
%10,4 olarak tespit edildi. Hasta ve kontrol grubu arasindaki mutant allel frekans1 benzer
gbzlenmis olup, istatistiksel olarak anlamli bir farklilik olmadig: anlasildi (p=0,393)
(Tablo 5).

rs1801270 polimofizminde hasta grubunda C allel frekans1 %84,8 ve mutant allel
frekansi %15,2 iken, kontrol grubunda C allel frekansi %88,1 ve mutant allel frekansi
%11,9 olarak tespit edildi. Bu polimorfizmde de benzer sekilde hasta ve kontrol grubu
arasindaki mutant allel frekans1 benzer gézlenmis olup, istatistiksel olarak anlamli bir

farklilik olmadig1 belirlendi (p=0,416) (Tablo 5).

rs3176352 polimofizminde hasta grubunda C allel frekans1 %59,4 ve mutant allel
frekans1 %40,6 olup, kontrol grubunda C allel frekans1 %65,6 ve mutant allel frekansi
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%34,4 olarak tespit edildi. Aynmi1 sekilde bu polimorfizm i¢in de allel frekanslarinda
istatistiksel olarak anlamli bir farklilik olmadig1 gézlendi (p=0,258) (Tablo 5).

Tablo 5. Ozofagus kanserli hastalarda ve kontrol grubunda p21 allel frekanslar

Allel Frekansi
Ozofagus Kontrol
SNP Allel kanserli hasta | grubu n=101 | p degeri
n=69 ( %) (%)
rs1059234 C Alleli 119 (86,2) 181 (89,6)
T Alleli 19 (13,8) 21(10,4) 0,393
rs1801270 C Alleli 117 (84,8) 178 (88,1)
A Alleli 21 (15,2) 24 (11,9) 0,416
rs3176352 G Alleli 56 (40,6) 73 (34,4)
C Alleli 82(59,4) 139(65,6) 0,258
Anlamlilik diizeyi : p<0,05, *= Fisher Exact testi sonucu, digerleri ki-kare testi.
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5. TARTISMA VE SONUC

Bu c¢alisma, p2/ polimorfizmlerinin (rs1059234, rs1801270, rs3176352)
Tiirkiye’nin Dogu Anadolu bolgesindeki dagilimlarini belirlemek ve 6zofagus kanseri ile
iliskinin belirlenmesi amaciyla yapilmistir. p21, hiicresel biiylimenin durdurulmasinda
onemli rol oynayan bir siklin bagimli kinaz inhibitoriidiir. DNA hasarina cevaben p21,
p53 geni tarafindan indiiklenir ve dolayist ile de dogrudan p53-indiiklii G1’in durmasina
neden olur (Xiong ve ark., 1993; Powell ve ark., 2002). Bu gendeki degisiklikler hiicresel
cogalmanin diizenlenmesini olumsuz yonde etkileyebilir ve kansere karsi duyarlilig
artirabilir (Wu ve ark., 2003(b)).

Daha once yapilan ¢alismalarda, p2/ rs1059234 varyantinin fonksiyonel rolii
heniiz iyi bir sekilde yorumlanamamistir, bir¢ok yayinlanmig klinik ¢alismada 6rnegin
Amerika’nin Texas eyaleti bolgesinde yapilan bas ve boyun bolgesindeki skiilamoz
hiicreli karsinom hiicreleri ile yapilan ¢alismada TT genotip frekansi %1,2 (p=0,02 ) ve
T allel frekanst %14 (p=0,005) oldugu goriilmiis, bu varyantin kanser ile iligkili oldugu
belirtilmistir (Li ve ark., 2005; Lei ve ark., 2010; Liu ve ark., 2013(a)). Diger taraftan,
yayinlanan bazi klinik ¢aligmalar da, Cin popiilasyonunda 6zofagus kanserli hastalarla
yapilan ¢alismada TT genotip oran1 %17( p=0,086) ve T allel frekans1 orani ise %68
p=0,311 oldugu goriilmiis bu varyantin kanser riski ile ilgili olmadig: ifade edilmistir.
(Wu ve ark., 2006; Zheng ve ark., 2014; Yin ve ark., 2015). Birbirine zit sonuglarin
bildirilmesi nedeniyle heniiz bu polimorfizmin 06zofagus kanseri ile iliskisi
netlesmemistir. Ayrica Tiirk potilasyonunda 6zofagus kanserinde bu polimorfizm ile ilgili
bir calismaya rastlanilmamistir. Bizim ¢alismamizda da bu varyantin 6zofagus kanser
geligimi ile bir iligkisi bulunamamistir. Bu varyanttaki homozigot mutant T allel frekansi
hastalarda (%13,8), kontrol grubundan (%10,4) daha yiiksek olmasina ragmen
istatistiksel olarak anlamli bulunamamastir (p>0,05).

p21 51801270 varyantinda ise yapilan ¢alismalarin bazi klinik ¢aligmalarda, Cin
popiilasyonunda serviks kanserli hastalarda yapilan calismada AA genotip oraninin
%16,3 (p=0,005) ve A allel frekansinin orant %42,1 (p=0,003) oldugu goriilmiis ve bu
durumun serviks kanseri ile iligkili oldugu belirtilmistir (Jiang ve ark., 2010). Diger
taraftan Cin’de 6zofagus kanserli hastalarla yapilan bagka bir calismada AA genotip orani

%18 (p=0,097) ve A allel frekansi orani ise %69 (p=0,092) oldugu goriilmiis ve bu
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durumun 6zofagus kanseri ile iliskili oldugu ileri siiriilmiistiir (Zheng ve ark., 2014;
Taghavi ve ark., 2010). Bizim ¢alismamizda da bu varyantin 6zofagus kanseri ile iligkisi
bulunamamaistir. Bu varyanttaki homozigot mutant A allel frekansi hastalarda (%]15,2),
kontrol grubundan (%11,9) daha yiiksek olmasina ragmen istatistiksel olarak anlamli

bulunmamustir (p>0,05).

p21 1s3176352 varyantinda ise Cin popiilasyonunda 6zofagus kanserli hastalarla
yapilan bir ¢aligmada, CC genotip orant %29 (p=0,0026) ve C allel freakns1 orani ise
%65 (p=0,0009) oldugu goriilmiis ve bu polimorfizmin 6zofagus kanseri ile iliskili
oldugunu bildirmislerdir (Zhang ve ark., 2014). Fakat bizim ¢alismamizda zit olarak bu
varyantin Tiirkiye’nin Dogu Anadolu popiilasyonunda 6zofagus kanser gelisimi ile bir
iliskisi bulunamamigtir. SNP mindr allel frekans1 aramasi yapildiginda C alleli minér allel
olarak verilmektedir, ancak popiilasyonlar arasinda bakildiginda en sik olarak gézlenen
allelin degiskenlik gosterdigi goriilmektedir Bu varyanttaki homozigot haldeki C allel
frekansi hastalarda (%59,4), kontrol grubundan (%65,6) daha yiiksek olmasina ragmen

yine istatistiksel olarak anlamli bulunmamaistir (p>0,05).

Ozofagus kanserinin birgok sebebi vardir. Kanser insidansini belirleyen etiyolojik
faktorler tam olarak belirlenmemesine ragmen, bu tiimdriin karsinogenezinde genetik
yatkinligin ve diyet veya cevresel faktorlerin 6nemli olabilecegi agiktir (Shen ve ark.,
2002). Biz bu ¢alismamizda 6zofagus kanserine olusumuna risk olusturan ¢evresel ve
genetik etkiler iizerine ¢alistik. Bunun i¢in Tiirkiye’nin dogu bdlgesinde yasamakta olan
0zofagus kanserli hastalardan ve kontrol grubundan topladigimiz kanlar ve hazirlamis

oldugumuz anket sorulari iizerinden bu ¢alismamizi gergeklestirdik.

Bazi cografik bolgelerde yapilan caligmalarda 6zofagus kanserine yakalanan
erkek hasta sayis1 fazlayken, bazi bolgelerde kadin ve erkek sayisi esittir. Tiirkiye’ de ise
Dogu Anadolu Boélgesinde son zamanlarda yapilan c¢alismalarda 6zofagus kanserine
yakalananan kadinlarin sayisinin erkeklerden daha fazla oldugu bildirilmistir (Eroglu ve
arkd., 2016). Bizim ¢aligmamizda da hasta olan kadin saysinin (%55,1) erkek sayisindan
(%44,9) daha fazla oldugu goriilmektedir.

Ozofagus kanserine yakalanma yas orani da bolgeden bolgeye farklilik

gosterebilmektedir. Zheng L. ve ark. Cin’de yapmis oldugu bir ¢aligmada ortalama yas
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63 cikmisken (Zheng ve ark., 2014), Iran’da yapilan bir calismada ortalama yas 60
cikmistir (Taghavi ve ark., 2010). Bizim ¢aligmamizda ise ortalama yas 55 ¢ikmustir.

Tiitlin kullanimi 6zofagusun kanseri i¢in giiglii ve teyid edilmis bir risk faktoriidiir
(Lundell, 2010). Bizim calismamizda da hasta ve kontrol gruplari arasinda sigara
kullanim1 bakimindan istatistiksel olarak anlamli bir fark ortaya ¢ikmistir (p<<0,031). Bu
sonuglara gore sigara kullaniminin 6zofagus kanser riskini arttirdigi bu ¢alisma ile de

belirlenmistir.

Dogu Anadolu Bélgesi’nde bu hastaligin goriilmesindeki sebeplerden biri olarak otlu
peynir tiikketimi gdsterilmektedir (Turkdogan ve ark., 1996). Bunun sebebi ise otlu
peynirin i¢inde bulunan otlardan kaynakli nitrit ve nitrat oraninin yiiksek olmasidir. Bu
bilesiklerin direkt olarak viicuda almmasi viicutta karsinojenik etki yapabilektedir
(Servi, 1993). Bizim c¢alisgmamizda da hasta ve kontrol gruplar1 kiyaslandiginda otlu
peynir tiikketimi bakimindan 6zofagus kanseri ile istatistiksel olarak anlamli bir iligki
oldugu anlagilmistir (p=0,016). Bu sonuglara gore otlu peynir tiiketiminin 6zofagus

kanser riskini arttirabilecegi anlagilmaktadir.

Van’da yapilan bir caligmada akciger kanserinin kadinlarda daha yiiksek
oldugunu ve bunun nedeninin de tandirda ekmek yapmalarindan dolayr oldugu
aciklanmistir (Gunbatar H ve ark., 2012). Tiirkiye ’nin Dogu Anadolu Bolgesinde tandirda
ekmek pisirme kadinlar tarafindan yaygin olarak yapilir. Van’da daha 6nce yapilan bir
calismada, ESCC’nin kadinlarda daha fazla goriilmesinin nedeni olarak tandir dumant
gosterilmistir (Poyrazoglu ve ark., 2017). Bu tandirlardan ¢ikan dumanin 6zofagus
karsinogenezini indiikledigi mekanizmalar belirsiz kalmaktadir, ancak daha Onceki
caligmalar bu tandirlardan c¢ikan dumanin sigara dumanina benzer bir rol
oynayabilecegini ileri siirmektedir (Turkdogan ve ark., 2005). Bizim ¢alismamizda hasta
ve kontrol gruplarindaki kadinlar arasinda tandir dumanina maruz kalma bakimindan
istatistiksel olarak anlamli bir fark oldugu goézlendi (p<0,001). Bu sonuclara gore tandir

dumanina maruz kalma 6zofagus kanser riskini arttirmaktadir.

En giiclii ve en iyi karakterize 6zofagus kanser riski gastrodzofageal refliidiir

(Lagergen ve Lagergen, 2013). Bizim ¢alismamizda da hasta ve kontrol gruplar1 arasinda
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reflii bakimindan istatistiksel olarak anlamli bir fark oldugu ortaya ¢ikmistir (p<0,001.

Bu sonuglara gore reflii 6zofagus kanser riskini artirmaktadir.

Tiirkiye’de Dogu Anadolu Bdlgesinde 6zofagus kanseri ile ilgili yapilan son
caligmalarda histopatolojik durum SCC drumunun ADC durumundan daha yaygin olarak
goriildiigii soylenmistir (Eroglu ve ark., 2016). Bizim ¢alismamizda uyumlu olarak SCC

durumunun (%77,3) ile ADC durumundan (%22,7) daha yaygin oldugu belirlenmistir.

Ailesel yatkinlik 6zofagus kanser riskini artiran diger bir nedendir. Calismamizda
da hasta ve kontrol gruplar1 arasinda ailede kanser goriilme bakimindan istatistiksel
olarak anlamli bir fark ortaya ¢ikmistir (p<<0,001). Bu sonuglara gore ailesel yatkinlik

0zofagus kanser riskini artirmaktadir.

Doymus yag ve kolesterol oraninin fazla oldugu yiyecekler 6zofagus adenokanser
riskini artirirken bitkisel gidalar (Lifi vitamin C, b-karoten ve folat) bu riski azaltirlar
(Lagergren, 2006). Fazla miktarda karbonhidrat alimiyla artmis 06zofagus
adenokarsinomu arasinda gii¢lii bir iliski bulunmustur (Mao ve ark., 2011). Yiiksek
miktarda kirmizi et tiikketimi de risk faktorli olarak gosterilmektedir (Huang ve ark.,
2016.). Calismamizda da hasta ve kontrol gruplari arasinda beslenme sekilleri
bakimindan istatistiksel olarak anlamli bir fark oldugu ortaya ¢cikmistir (p<0,020). Bu

sonuglara gore beslenme sekli 6zofagus kanser yakalanma riskini etkilemektedir.

Bunun disinda, 6zofagus kanser riskini arttirdigi belirtilen alkol kullanimu,
meyve tiiketimi ve sicak cay tiiketimi ile ilgili olarak bizim ¢aligmamizda hasta ve kontrol
gruplar1 arasinda istatistiksel olarak anlamli bir farki olmadig1 belirlenmistir (p>0,05). Bu
ozellikler ile ilgili verilen yanitlarin tam olarak dogru verilmedigi ve bu nedenle diger

caligmalardan farkli ¢ikmis olabilecegi diisiiniilmektedir.

Bu calisma Tiirkiye’nin dogu bdlgesinde (Van ve c¢evresi) 6zofagus kanser
gelisimi ile p27 gen polimorfizmleri arasindaki iliskiyi inceleyen ilk ¢aligmadir. Fakat

baktigimiz ii¢ polimorfizmin de 6zofagus kanseri ile iligkili olmadig1 anlasilmistir.

Sonug olarak, Tiirkiye’nin dogu bolgesinde p2/ polimorfizmleri (rs1059234,
rs1801270, rs3176352) ve 6zofagus kanseri arasinda bir iligki olmadigi belirlenmistir.

Fakat bununla ilgili daha fazla arastirma yapilmasinin bu verilerin dogrulugu acisindan
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daha iyi olacagi anlasilmaktadir. Hastaligin gelismesinde histopatolojik durum ve
demografik o6zellikler ile bu polimorfizmler arasinda da herhangi bir iligki tespit
edilememistir. Bunlar disinda daha Onceki calismalar ile uyumlu olarak cevresel
etkenlerin bu kanser tiiriiniin gelisimine katkida bulundugu goriilmektedir. Bu 6n ¢alisma,
Tiirkiye’nin dogusunda 6zafagus kanser riskinin p2/ polimorfizmlerine iliskin ilk raporu
oldugundan, daha genis ornek biiyiikliikleri ve ¢esitli Tiirk etnik popiilasyonlardaki

modifiye tasarimlara yonelik daha ileri ¢calismalara ihtiya¢ duyulmaktadir.
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Ek 2. Tez Orjinallik Raporu

Ek 2. Tez Orjinallik Raporu

e e e

T.C.
VAN YUZUNCU YIL UNIVERSITESI
Saghk Bilimleri Enstitiisii

&&n YiL n,,%,
‘
k 1982 )

Tez Baglig1 / Konusu:

LISANSUSTU TEZ ORIJINALLIK RAPORU

s

Tarih: 21/09/2018

Tiirkiye’nin Dogu Anadolu poptilasyonunda szofagus kanseri ve p21 polimorfizmleri arasindaki iliski

Yukarida baghgi/konusu belirlenen tez caligmamin Kapak sayfasi, Giris, Ana béliimler ve Sonug bslimlerinden olusan
toplam 46 sayfalik kismina iligkin, 17/09/2018. tarihinde sahsim/tez danigmanim tarafindan Tornitin .intihal tespit
programindan asagida belirtilen filtreleme uygulanarak alinmis olan orijinallik raporuna gore, tezimin benzerlik orant
% 9 (Dokuz) dur.

Uygulanan filtreler asagida verilmistir:

- Kabul ve onay sayfast harig,

- Tesekkiir harig,

- f¢indekiler harig,

- Simge ve kisaltmalar harig,

- Gereg ve yontemler harig,

- Kaynakga harig,

- Almtilar harig,

_Tezden gikan yaynlar harig,

- 7 kelimeden daha az ortiisme igeren metin kisimlart hari¢ (Limit match size to 7 words)

Yiiziincit Y1l Universitesi Lisansiistii Tez Orijinallik Raporu Almmast ve Kullanilmastna iliskin Yonergeyi
inceledim ve bu yonergede belirtilen azami benzerlik oranlarina gore tez calismamin herhangi bir intihal
igermedigini; aksinin tespit edilecegi muhtemel durumda dogabilecek her tiirlii hukuki sorumlulugu kabul
ettigimi ve yukarida vermis oldugum bilgilerin dogru oldugunu beyan ederim.

Geregini bilgilerinize arz ederim.

Tarih ve imza

Adi Soyadi: Burak Mugdat KARAN
Oprenci No:169302006
Anabilim Dali: Tibbi Biyoloji Anabilim Dalt

Programi: Tezli Yiksek Lisans

Statiisi: Y.Lisans (8 Doktora [J

ENSTITU ONAYI
"UYGUNDUR
(SN (Unvan, Ad Soyad; imza)

DANISMAN ONAYI

UYGUNDUR ,
(Unvan, Ad Soyad, imza)
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Ek 3. Anket Formu

Kategori
Teshis tarihi
Adi1-Soyadi
Telefon no
Cinsiyet Erkek Kadin
Yas
Dogum yeri-
memleketi
Meslek
Yasadid1 yer Koy sehir
Tedavi Evet Hayir
Kardes sayisi
Ailede Kanser var yok Akrabalik Hangi
derecesi kanser
Obezite Boy kilo
Sigara kullanim var yok
Alkol kullanim var yok
Sicak Cay Tiiketimi | var yok Ginliik kag
bardak
Meyve Tiiketimi var yok Giinliik? Haftada
kag giin?
Beslenme Sekli Genellikle Genellikle Abur cubur Hazir gida | Organik
zeytinyagh kirmiz et agirlikla agirlikli
Otlu peynir tiiketimi
Tandir dumam Ekmek pisirme
Haftalik?
Reflii var yok
Baska hastaliklar:
varm?
Histopatolojik SCC ADC Diger?hangisi
Durumu
TNM Primer Timor Bolgesel Lenf | Uzak Metastaz
Smiflandirmasi Bezler
TX NX MO
TO NO M1
Tis
T1
T2
T3
T4
Evreleme Evre0 Evrel EvrellA Evrelll EvrelV
EvrellB
Tiimoriin Yerlesim Servikal Ust torasik Orta torasik Alt torasik | Kardia
Yeri
Metastaz var yok
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Ek 4. Hasta Onay Formu

VAN B(")LG]; E(V}iT.iM ve ARASTIRMA HASTANESI
ARASTIRMA iCIN BILGILENDIRILMIiS OLUR FORMU

Arastirmalarin adi: Tiirkiye’nin Dogu Anadolu popiilasyonunda 6zofagus kanseri ve
p21 polimorfizmleri arasindaki iliski.

Protokol No: Bagimsiz projeler

Yiiziincii Y1l Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Biyoloji Anabilim Dali’nda
yiiriitiilen ve yukarida adi1 gegen ¢alismaya davet ediliyorsunuz.

Arastirmamizin  konusu 0zofagus kanserinde genetik yatkinligin ayrintilarinin
calisilmasidir. Biz bu c¢alismayr Tiirkiye’ de sizinle ayni hastalia sahip bireylere
yardimci olabilecek bilgilere ulagmak, yeni tedavilere 151k tutmak ve hastaligin ailesel
yatkinligm ortaya koymak amaciyla planladik. Ozofagus kanseri diinyada 6liimlerden
sorumlu 6nemli bir hastaliktir. Viicuttaki hiicrelerin kontrolsiiz ¢ogalmasiyla olusan
hastalik, zamaninda ve dogru tedavi edilmezse biiyiik bir tehlike arz etmektedir. Ozofagus
kanseri ve diger kanserlerde hastalik ile ilgili cesitli belirte¢lerin bulunmasi, hastalik
stirecinde gdzlenen cesitli degisimlerin saptanmasi erken tani1 koyulmasi ve yeni tedavi
stratejileri gelistirilmesi agisindan biiyiilk onem tasimaktadir. Calismamizda p21
genindeki polimorfizmlerin bizim toplumumuzda yatkinlik sebebi olup olamayacagina
aciklik getirecektir. BOyle genelerdeki degisimlerin tespit edilmesi ileride gelistirilecek
tedavi segeneklerini de etkileyebilir.

Sikayetiniz nedeniyle basvurdugunuz klinikte sizden alinan kan 6rnegi calismamizda
kullanilacak ve saglikli kisilerin kan analizleriyle karsilastirilacaktir. Calismalarin
sonucuna goOre kanlarimizdan elde edilen DNA Ornekleri ileriki molekiiler genetik
calismalar icin de kullanilacaktir. Sizden ¢aligmayla ilgili higbir iicret talep edilmeyecek
ve herhangi bir ek girisim yapilmayacaktir.

Calismaya katilmaniz halinde kisisel bilgileriniz ve sonuglariniz kesinlikle gizli
tutulacaktir. Calisma ile damigsmak istediginiz bir konu oldugunda asagida telefon
numarasi bulunan arastirmaciyla temasa gegebilirsiniz.

Zehra KAYA, 05308801112

Bu caligmalara herhangi bir etki veya baski altinda kalmadan goniillii olarak
katilmanmiz1 istiyoruz. Istediginiz her an ¢alismadan ¢ekilme hakkina sahipsiniz. Isminiz
kesinlikle gizli tutulacaktir.

Katilimeimin Ad-Soyadi: ..o e
Dogum Tarihi: ...,

Adresi: ..ooiiiii

Tel. No: o

PN () P
Tel. NO: v
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HASTA ONAY FORMU

Calismalarin Adi: Tirkiye’nin Dogu Anadolu popiilasyonunda 6zofagus

kanseri ve p21 polimorfizmleri arasindaki iligki.

Protokol No: Bagimsiz proje

Hasta bilgilendirme formunda verilen tiim bilgileri okudum ve anladim.
Sikayetim nedeni ile tetkik i¢in alinan kan 6rneginin bir kisminin gerekli ¢caligmalarda
kullanilmasinda bir sakinca gérmiiyorum. Bu ¢aligmaya hi¢ kimsenin etkisi altinda
kalmadan tamamen kendi rizamla goniillii olarak katilmay1 kabul ediyorum.

Hasta Ad1 Soyadi Imza Tarih
Tarih: cocovviiiiiiiiiiiiiiiinna, Arastirmada yardimci aragtiric
Hekim Adi-Soyadi: : Dr. Ogrt. Uye. Necat ALMALI
Imza

Arastirmadan Sorumlu
Arastirmaci Adi-Soyadi: Dr. Ogrt. Uye. Zehra KAYA
Imza
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